Der potentielle Einfluss des Gplba-T .5 C-Genpolymorphismus auf das
Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit

Inauguraldissertation
Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin
der Justus-Liebig-Universitat GieBen

vorgelegt von Zimmermann, Peter

aus Hachenburg

GieBBen 2007



II

Aus dem Kilinischen Zentrum fir Labordiagnostik und Pathologie (ZLP)
Institut fr Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin
Direktor: Prof. Dr. G. Bein
des Universitatsklinikums GieBen und Marburg GmbH, Standort GieBBen

Gutachter: Prof. Dr. Dr. Gardemann
Gutachter: PD Dr. Berwing

Tag der Disputation: 23.02.2007



III

Teile dieser Untersuchungen wurden publiziert:
Santoso S, Zimmermann P, Sachs UJ, Gardemann A. The impact of the
Kozak sequence polymorphism of the glycoprotein Ib alpha gene on the

risk and extent of coronary heart disease. Thromb Haemost 2002; 87
345-346.



v

Inhaltsverzeichnis

Titelblatt

Publikation

Abbildungen

Tabellen

AbkuUrzungen und Symbole

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

2.1

2.2

Einflihrung

Koronare Herzkrankheit, Risikofaktoren, thrombozytéare
Glykoproteine: eine Einflihrung

Thrombozytéare Glykoproteine
1.2.1 Struktur des Glykoprotein Ib-IX-V-Komplexes

1.2.2 Funktion und Interaktion des Gplb-1X-V-Komplexes mit dem
von-Willebrand-Faktor

1.2.3 Krankheiten bei Fehlen oder Fehlfunktion von Gplba oder
des Gplb-IX-V-Komplexes

1.2.3.1 Bernard-Soulier-Syndrome

1.2.3.2 Von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom und Pseudo-
von-Willebrand-Jirgens-Syndrom

Bedeutung der Kozak-Sequenz
Polymorphismen thrombozytarer Glykoproteine

Fragestellung der vorliegenden Studie

Material
Technische Hilfsmittel
2.1.1 Kleinmaterial
2.1.2 Geréte

Reagenzien

VI

Xl

10

10

11
11
11
11

12



2.3

2.4

2.5

3.1

3.2

3.3

3.7

Enzyme

Primer

Software

Methoden

Studienpopulation

Diagnose der Koronaren Herzkrankheit

Messung von etablierten Risikofaktoren der Koronaren
Herzkrankheit

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.3.4

3.3.5

3.3.6

Gesamtcholesterin

Triglyceride

Lipoprotein (a)

Apolipoprotein A-l1 und Apolipoprotein B
3.3.4.1 Apolipoprotein A-|

3.3.4.2 Apolipoprotein B

Fibrinogen

DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

Genotypisierung der Allele Gplba-T s und -C5 des
Gplba-T.5C-Polymorphismus des Gplba-Gens

3.7.1

3.7.2

3.7.3

3.7.4

3.7.5

3.7.6

3.7.7

Prinzip der Polymerasekettenreaktion — PCR
Verschachtelte Polymerasekettenreaktion - Nested-PCR

Prinzip der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-
Analyse — RFLP

Prinzip der Agarose-Gel-Elektrophorese
Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion — PCR

Durchfihrung der Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus-Analyse — RFLP

Durchfihrung der Agarose-Gel-Elektrophorese

12
13

13

14
14
15

19

19
20
21
22
23
23
23
24

25

25
26

26

26
27

30

30



3.8

3.9

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1

VI

3.7.8 DNA-Sequenzierung
Definition von Risiko-Gruppen

Statistische Analyse

Ergebnisse
Charakterisierung der Studienpopulation

Schweregradeinteilung der Koronaren Herzkrankheit mittels
Gensini-Score

Verteilung der Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit und des
Myokardinfarkts

Verteilung der Gplba-T5C-Genotypen

Der potentielle Einfluss des Gplba-T5C-Genpolymorphismus
auf das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit

4.5.1 Risiko der Koronaren Herzkrankheit
4.5.2 Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit

4.5.2.1 Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit nach
klinischer Definition

4.5.2.2 Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit nach
Definition gemaB Gensini

4.5.3 Vergleich der Gensini-Scores zwischen den Gplba-Geno-
typen in Niedrig- und Hochrisikogruppen der Klinik-
population

4.5.3.1 Analyse der Subpopulation < 62 Jahre (50.
Perzentile)

4.5.3.2 Analyse der Subpopulation < 56 Jahre (25.
Perzentile)

Der potentielle Einfluss des Gplba-T5C-Genpolymorphismus auf
das Myokardinfarktrisiko

Diskussion

Der potentielle Einfluss des Gplba-T.5C-Genpolymorphismus auf

das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit:
Kurzdarstellung der Studienergebnisse

33
34

34

35
35

42

48

51

54

55
55

55

56

57

57

58

60

63

63



5.2  Der Gplba-T5C-Genpolymorphismus: Darstellung bisheriger
Publikationen
5.2.1 Struktur des Glykoproteins lba
5.2.2 Publizierte Untersuchungen zur Oberflachendichte des
Gplba-T.5C-Polymorphismus
5.3  Publizierte Untersuchungen zur Assoziation des Gplba-T 5 C-
Polymorphismus mit der ischamischen Herzerkrankung
5.3.1 Vergleich der Allelfrequenzen der (.5/C- und (.5)T-Variante des
Gplba-T5C-Polymorphismus mit Allelfrequenzen bisheriger
Publikationen
5.3.2 Studien in denen keine Assoziation des Gplba-T .5 C-
Polymorphismus mit der ischdmischen Herzerkrankung
beobachtet wurde
5.3.3 Studien in denen eine Assoziation des Gplba-T .5 C-
Polymorphismus mit der ischamischen Herzerkrankung
beobachtet wurde
5.4  Vergleich der Studien Uber die Assoziation des Gplba-T5C-
Polymorphismus zur ischdmischen Herzerkrankung und den
Myokardinfarkt
5.4.1 Erklarungsansatze fir die kontroversen Studien-
ergebnisse
5.4.2 Ausblick auf zuklnftige Studien
6 Zusammenfassung
Der potentielle Einfluss des Gplba-T5C-Genpolymorphismus auf
das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit
7 Summary
The Impact of the Gplba-T.sC-Polymorphism (Kozak-Sequence-
Polymorphism) on the Risk and Extent of Coronary Heart Disease
8 Literaturverzeichnis
Lebenslauf

VII

Danksagung

64

64

65

67

67

68

71

73

73

79

81

83

85



VIII

Abbildungen

Abb. 1: Schematische Darstellung des Glykoprotein Ib-IX-V-
Komplexes

Abb. 2: Nomenklatur der Koronararteriensegmente

Abb. 3: Anatomie der Koronararterien

Abb. 4: Genotypisierung des Gplba-T5C-Genpolymorphismus

Abb. 5: Fotographische Dokumentation des Produkts der Nested-
PCR/RFLP

Abb. 6: VergréBerung aus Abb. 5 (s. Rahmen)

Abb. 7: Nukleotid-Sequenz-Analyse von DNA-Proben der drei
Genotypen des Gplba-T5C-Genpolymorphismus

Abb. 8: Anzahl der Probanden der Gesamtpopulation in den
jeweiligen Altersgruppen

Abb. 9: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen mit
oder ohne KHK

Abb. 10: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen in
Abhangigkeit vom GeféaBstatus

Abb. 11: Anzahl der Probanden in der jeweiligen Altersgruppe mit
oder ohne Myokardinfarkt

Abb. 12: Korrelation zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myo-
kardinfarkt

Abb. 13: Korrelation zwischen KHK-Schweregrad und Myokard-
infarkt

Abb. 14: Gensini-Score der Klinikpopulation in Abhangigkeit von
der KHK

Abb. 15: Gensini-Score der Klinikpopulation in Abhangigkeit von
der KHK

Abb. 16: Gensini-Scores der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom

Schweregrad der KHK

17

19

31

32

32

33

35

40

41

43

44

45



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

17:

18:

19:

20:

21:

22:

23:

24:

25:

IX

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Schweregrad der KHK

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Myokardinfarkt

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Myokardinfarkt

Genotypenverteilung in der Gesamtpopulation

Vergleich der Gensini-Scores zwischen den Gplba-Geno-
typen in der Klinikpopulation

Vergleich zwischen den Gensini-Score Mittelwerten der
Gplba-CC-Homozygoten und Tragern des Gplba-T-Allels
(TC- und TT-Genotypen) bei Patienten < 62 Jahre (50.
Perzentile)

Vergleich zwischen den Gensini-Score Mittelwerten der
Gplba-CC-Homozygoten und Tragern des Gplba-T-Allels
(TC- und TT-Genotypen) bei Patienten < 56 Jahre (25.
Perzentile)

Altersabhangigkeit der Assoziation des CC-Genotyps der
Gplba-Genvariation zum Schweregrad der Koronaren
Herzkrankheit bei Klinikpatienten

Vergleich des Durchschnittsalters beim 1. Myokardinfarkt
zwischen den Gplba-T .5\ C-Genotypen

46

47

47

52

57

58

59

60

61



Tabellen

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

Ermittlung des Gensini-Scores
Nested-PCR: PCR — Reaktionsansatz |

Nukleotidsequenzen der Primer des PCR —
Reaktionsansaiz |

Amplifikationsbedingungen Nested-PCR
Reaktionsbedingungen flr Ansatz |

Nested-PCR: PCR — Reaktionsansatz Il

Nukleotidsequenzen der Primer des PCR —
Reaktionsansatz I

Amplifikationsbedingungen Nested-PCR
Reaktionsbedingungen flr Ansatz I

RFLP-Ansatz

Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen mit
oder ohne KHK

Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen in
Abhangigkeit vom GeféaBstatus

Anzahl der Probanden in der jeweiligen Altersgruppe mit
oder ohne Myokardinfarkt

Korrelation zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myo-
kardinfarkt

Korrelation zwischen KHK-Schweregrad und Myokard-
infarkt

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit von
der KHK

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Schweregrad der KHK

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Myokardinfarkt

Verteilung der Risikofaktoren in der Klinikpopulation

Verteilung der Risikofaktoren nach KHK-Schweregraden

18

28

28

28

29

29

29

30

41

42

43

44

46

48

49



Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

19:

20:

21:

22:

23:

24:

25:

26:

XI

Verteilung der Risikofaktoren des Myokardinfarkts

Etablierte Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit
bzw. des Myokardinfarkts in Abhangigkeit von den Gplba-
Genotypen innerhalb der Gesamtpopulation

Etablierte Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit
bzw. des Myokardinfarkts in Abhangigkeit von den Gplba-
Genotypen innerhalb der Population der Herzgesunden
und KHK-Patienten

Etablierte Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit
bzw. des Myokardinfarkts in Abh&angigkeit von den Gplba-
Genotypen innerhalb der Population der Herzgesunden
und Myokardinfarktpatienten

Verteilung der Gplba-T.5)\C-Genotypen in Probanden ohne
GefaBerkrankung und in Patienten mit Koronarer Herz-
krankheit

Vergleich der Gensini-Scores zwischen den Gplba-Geno-
typen in der Klinikpopulation

Verteilung der Gplba-T .5)\C-Genotypen in Probanden ohne
GefaBerkrankung und in Myokardinfarkt-Patienten und
Klinikpatienten ohne Myokardinfarkt

Vergleich des Durchschnittsalters beim 1. Myokardinfarkt
zwischen den Gplba-Genotypen

50

53

53

54

55

56

61

62



XII

Abkirzungen und Symbole

A

A.

Abb.
ACB-OP
AP

ApoA-I|
ApoB

ATP

Aqua dest.

Aqua bidest.

BMI
bp
BSA
BSS
C

CC
cAMP
cDNA
Chol
CK
CK-MB
CT
CTP

o

D1

D2

dl

DNA
dsDNA
DTT

Adenin

Arteria

Abbildung

aortokoronare Bypass-Operation

Angina pectoris

Apolipoprotein A-|

Apolipoprotein B

Adenosintriphosphat

Aqua destillata

Aqua bidestillata

Body Mass Index

Basepair, Basenpaar

Bovines-Serum-Albumin

Bernard Soulier Syndrom

Cytosin

CC-Homozygot

cyclo AMP, zyklisches Adenosinmonophosphat
complementary DNA, komplementare DNA
Gesamtcholesterin

Creatin-Kinase

herzmuskelspezifisches Creatin-Kinase-lsoenzym
Computertomographie

Cytidintriphosphat

Kohlenstoff (in C-terminal)

Grad Celsius

desoxy (in Kohlenhydraten und Nukleotiden)
First Diagonal, erster Diagonalast, 1. R. lateralis
Second Diagonal, zweiter Diagonalast, 2. R. lateralis
Deziliter

Desoxyribonukleinsaure

double-stranded DNA, doppelstrangige DNA
Dithiothreitol



XIII

EDTA Ethylene-diamine-tetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsaure
EKG Elektrokardiogramm

et al. et alteri, und andere

g Erdbeschleunigung, Fallbeschleunigung 9,81 m/sec?
G Guanin

Gp Glykoprotein

GS Gensini-Score

GTP Guanosintriphosphat

h hour, Stunde

HCI Wasserstoffchlorid

HDL High Density Lipoprotein

HG Herzgesund

HI Herzinfarkt

HPA Human Platelet Alloantigen

H.O Wasser

H.0> Wasserstoffperoxid

J Jahre

JLU Justus-Liebig-Universitat

Kap. Kapitel

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilo-Dalton

kg Kilogramm

KHK Koronare Herzkrankheit

KHK-0-GE KHK-NullgefaBerkrankung

KHK-1-GE KHK-EingefaBerkrankung

KHK-2-GE KHK-ZweigeféaBerkrankung

KHK-3-GE KHK-DreigeféaBerkrankung

LAD Left Anterior Descending, R. interventricularis anterior
LAO linksanterior

LCA Left Coronary Artery, A. coronaria sinistra
LCAT Lecithin Cholesterin Acyltransferase

LDL Low Density Lipoprotein

Lp(a) Lipoprotein(a)

LV Linker Ventrikel, linksventrikular



3

Met
MgCl,
mg
min
Ml

ml
mM
mmol
mRNA
MRT
MV

Hg
pl
pumol

NaCl

ng
n.s.

NTP
oM
02
PCR
PD
PET

PL
PO.*
PTCA

XIV

mannlich

Meter

Quadratmeter

Methionin

Magnesiumchlorid

Milligramm

Minute

Myokardinfarkt

Milliliter

Millimolar

Millimol

messenger Ribonukleinsaure, Boten-RNA
Magnetresonanztomographie

Molekulmarker V

Kurzzeichen des Prafixes Mikro, ein Millionstel, 107
Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Anzahl

Natriumchlorid

Nanogramm

nicht signifikant

Stickstoff (in N-terminal)
Nukleosidtriphosphate

Obtuse Marginal, R. marginalis sinister
Sauerstoff

Polymerase Chain Reaction, Polmerasekettenreaktion
Posterior Descending, R. interventricularis posterior
Positronen-Emissions-Tomographie

potentia Hydrogenii, negativer Logarithmus der
Protonenkonzentration

Posterolateral, R. posterior ventriculi sinistri
Phosphat

Perkutane transluminale koronare Angioplastie



XV

p-Wert Uberschreitungswahrscheinlichkeit

R. Ramus

RAO rechtanterior

RCA Right Coronary Artery, A. coronaria dextra
RCX Ramus circumflexus

RFLP Restriktionsfragmentlangenpolmorphismus
RPD Right Posterior Descending, R. interventricularis posterior
S Schwefel

S. Seite

S. siehe

S.0. siehe oben

ssDNA single-stranded DNA, einzelstrangige DNA
S.u. siehe unten

T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TC TC-Heterozygot

TE Tris-EDTA

Thr Threonin

Trig Triglyceride

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
tsr Template Supression Reagent

TT TT-Homozygot

TTE transthorakale Echokardiographie

U Uracil

u. a. unter anderem

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolett

U/ml Units pro Milliliter

VNTR Variable Number of Tandem Repeats
vWF von-Willebrand-Faktor

vWS von-Willebrand-Jirgens Syndrom

W weiblich

WHO World Health Organisation



XVI

z.B. zum Beispiel
weitere Abkulrzungen und Symbole im Text



Meiner Familie



1 Einfiuhrung

1.1 Koronare Herzkrankheit, Risikofaktoren, thrombozytare
Glykoproteine: eine Einflihrung

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) und die cerebrovaskulare Verschlusskrankheit
sind die fihrenden Ursachen fur Morbiditat und Mortalitat in der westlichen Welt [6,
11, 76]. Manner sind dabei zwei- bis dreimal haufiger betroffen als Frauen. Das
Risiko eines 50 Jahre alten gesunden Mannes, innerhalb von 10 Jahren eine
Koronare Herzkrankheit zu entwickeln, liegt bei 6% [2, 14]. Im Jahr 2000 lag die
Sterbeziffer (Gestorbene/100.000 Einwohner) der KHK bei 113 (m 94 / w 131) und
fir den akuten Myokardinfarkt bei 82 (m 91 / w 72) [14]. Manifestationsformen der
Koronaren Herzkrankheit sind die Angina pectoris, der akute Myokardinfarkt, die
Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérung und der plétzlicher Herztod. In 55% der Falle
findet sich die Angina pectoris als Erstmanifestation, der akute Myokardinfarkt in
25%, der plétzliche Herztod in 20% [40]. Epidemiologische Studien haben gezeigt,
dass fir die Entstehung der KHK ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Risikofaktoren verantwortlich ist [112]. Es werden beeinflussbare und unbeeinfluss-
bare Risikofaktoren unterschieden. Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren zéhlen
Fettstoffwechselstérungen, arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus, Zigaretten-
konsum, Hyperhomocysteinamie, Hyperfibrinogenamie. Unbeeinflussbare Risiko-
faktoren sind die familidre genetische Dispositon, das Lebensalter sowie das
mannliche Geschlecht. Der Myokardinfarkt ist durch den akuten Verschluss einer
Koronararterie mit nachfolgender ischamisch bedingter Myokardnekrose definiert [27,
40]. Die Inzidenz des akuten Myokardinfarkis liegt in Deutschland bei 330 pro
100.000 Personen pro Jahr. Durch die Entwicklung molekularbiologischer Methoden,
wie der Polymerasekettenreaktion (PCR) ist es méglich geworden, die multifaktorielle
Athiologie der Koronaren Herzkrankheit genauer zu untersuchen und zu verstehen.
Man weiB3 heute, dass die Entstehung und Progression der KHK sowie die Reaktion
auf duBere Risikofaktoren, in hohem MaBe von der genetischen Veranlagung, den
Genen, bestimmt wird [13, 103]. Es konnten verschiedene Mutationen in der
Sequenz der DNA identifiziert werden, welche eine entscheidende Rolle in der
Blutdruckregulation, dem Lipidmetabolismus, der Endothelfunktion sowie der
Koagulation und Fibrinolyse spielen [15, 12, 83].



Das Aufbrechen oder Unterbluten eines atherosklerotischen Plaques, gefolgt von
der Freisetzung thrombogenen Materials, und die Entstehung eines okklusiven
Thrombus ist die h&dufigste Ursache eines akuten KoronargeféBverschlusses. Eine
Hauptrolle in diesem dramatischen Geschehen spielen die Blutplatichen, die
Thrombozyten [86]. Unter normalen, physiologischen Bedingungen I[6st eine
Verletzung des GefaBendothels die primare Hamostase aus, welche zur Bildung
eines GefaBwandthrombus fuhrt. Freilegung von Kollagen, von-Willebrand-Faktor
sowie weiteren Faktoren der extrazellularen Matrix bewirkt die Adhasion von
zirkulierenden Blutplattchen an der verletzten GefaBwand [4, 5, 33]. Durch
Aktivierung der adharenten Thrombozyten kommt es zu komplexen Interaktionen, die
zur Thrombusbildung fuhren [4, 5]. Die GeféBverletzung wird schlieBlich mittels
fibrinstabilisierter Thrombozyten versiegelt, der Blutverlust kontrolliert und gestoppt.
Unter pathophysiologischen Bedingungen, z.B. im Rahmen einer Plaqueruptur, sind
es die gleichen Mechanismen, die zu Thrombosierung und eventuell vollstdndigem
GefaBverschluss fihren. Vermittelt werden diese Interaktionen durch Molekile auf
der Thrombozytenoberflache — die thrombozytaren Glykoproteine (Gp) [17, 61, 81].

In den letzten Jahren konnten die Gene, welche die thrombozytaren Membran-
glykoproteine kodieren, entschlisselt werden. Die Genanalysen zeigten stabile
Variationen innerhalb der DNA-Sequenzen, genetische Polymorphismen, welche die
Anzahl und Funktion der Oberflachenmolekiile, und somit auch die komplexen
Ablaufe der Hamostase und Thrombusbildung beeinflussen kénnen [1, 80, 87, 97,
98]. In weiterfiihrenden Untersuchungen fanden sich Assoziationen zwischen
einzelnen Genpolymorphismen thrombozytarer Glykoproteine und dem Risiko fir
atherosklerotische Erkrankungen, wie der Koronaren Herzkrankheit, dem Myokard-
infarkt oder dem Schlaganfall [83, 87, 97, 98, 103].

1.2 Thrombozytare Glykoproteine

Die Mechanismen der physiologischen Hamostase bzw. pathophysiologischen
Thrombusbildung erfordern ein enges Zusammenspiel zwischen Thrombozyten,
Endothelzellen, plasmatischen Gerinnungsfaktoren und Strukturen der extra-
zellularen Matrix der GefaBwand. Adhéasionsvorgange, die durch eine Vielzahl von
spezifischen Rezeptoren reguliert werden, spielen dabei eine wesentliche Rolle.
Thrombozyten weisen membranstandige Glykoproteine (Gp) auf, welche die
Interaktion von Blutplattchen untereinander (Gpllb-Illa), mit der subendothelialen



Matrix (von-Willebrand-Faktor-Rezeptor, Gplb-1X-V-Rezeptor, Kollagenrezeptor), mit
plasmatischen Gerinnungsfaktoren (VWF-Rezeptor, Faktor VIII:C), Endothelzellen
(Gpllb-1lla) oder Leukozyten (P-Selektin) vermitteln. GemaB ihrer charakteristischen
Molekulstruktur werden die thrombozytaren Adh&asionsrezeptoren in Integrine, leucin-
reiche Glykoproteine, Selektine und Rezeptoren vom Immunglobulintyp unterteilt
[33]. Die Adhéasion von Thrombozyten an die verletzte GefaBwand ist der erste
Schritt der Hdmostase und findet unter arteriellen Strémungsbedingungen mit hohen
Scherkraften statt. Dieser Vorgang wird entscheidend durch den thrombozytaren
Glykoprotein-Komplex Gplb-1X-V vermittelt [93].

1.2.1 Struktur des Glykoprotein Ib-IX-V-Komplexes

Der Gplb-1X-V-Komplex setzt sich aus den vier transmembrandsen Glykoproteinen
Gplba, GplbB, GplX und GpV zusammen, welche den leucinreichen Proteinen
zuzuordnen sind [10, 68, 94]. Es besteht keine Strukturverwandschaft mit den
Gruppen der Integrine, Immunglobuline oder Selektine, welche weitere thrombo-
zytare Adhasionsrezeptoren darstellen und ebenfalls die Interaktionen zwischen
Thrombozyten und Endothelzellen beeinflussen [33]. Gplba (135 kDa) und Gplbp (25
kDa) sind kovalent Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden. Ein Gplb-Molekl
(Iba + IbB) bindet nicht-kovalent ein GplX-Molekul (22 kDa) im Verhaltnis 1:1 [9]. Im
Zentrum des Komplexes findet sich ein GpV-Molekil (82 kDa) [41], um welches
jeweils zwei nicht-kovalent gebundene Gplb-IX-Komplexe angeordnet sind. Auf
jedem Thrombozyt finden sich ca. 25.000 Gplb-IX-Komplexe [64] und ca. 12.500
GpV-Molekdile [74] (s. Abb. 1, S. 5).

Gplba (135 kDa, 610 Aminosauren) besteht aus einer N-terminalen extrazellularen
Doméane mit sieben strukturgleichen, leucinreichen Aminosdurensegmenten,
(tandem-repeats®), einer hochgradig glykosylierten Makroglykopeptid-Doméane sowie
aus einer transmembrandsen Doméane und einem zytoplasmatischen Anteil [65]. Die
leucinreichen ,tandem-repeats” bestehen aus 24 Aminosauren und sind von einer
spezifischen Konsensus-Sequenz flankiert, welche N-terminal und C-terminal Cber
eine Disulfidbriicke verbunden ist. Dies ist charakteristisch flr viele leucinreiche
Glykoproteine [68]. In rontgen-kristallographischen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die N-terminale extrazellulare Doméane eine facherartige Struktur
aufweist [29]. Zwischen der C-terminalen Konsensus-Sequenz und der Makro-
glykopeptid-Doméne findet sich eine Aminosauresequenz mit drei Tyrosinresten,



welche entscheidend an der Bindung des von-Willebrand-Faktor (VWWF) und von
Thrombin beteiligt ist [23]. Der zytoplasmatische Anteil von Gplba enthalt Bindungs-
stellen fir zwei Proteine, das ,actin-binding-protein“ und das ,14-3-3C-Protein®. Diese
Proteine beeinflussen die funktionelle Aktivitdt des Gplb-IX-V-Komplexes [3, 25].
Beide Bindungsstellen besitzen jeweils eine einzelne leucinreiche Sequenz mit
flankierenden Konsensus-Sequenzen.

Gplbp (25 kDa, 181 Aminosauren) besitzt einen einzelnen ,leucine-rich-repeat® und
ist Uber eine Disulfidbriicke kovalent mit Gplba verbunden [66]. Der zytoplasmatische
Anteil von Gplbf besitzt eine cAMP-abhangige Phosphorylierungsstelle in Form einer
Proteinkinase A, welche nach Stimulation im Rahmen der Thrombozytenaktivierung
far die Verformung des Thrombozyten verantwortlich ist [30].

GplIX (22 kDa, 160 Aminosauren) besitzt wie GplbB einen einzelnen ,leucine-rich-
repeat” und ist nicht-kovalent mit einem Gplb-Molekdil (Iba + 1bB) im Verhéltnis 1:1
verbunden [9]. Der kurze zytoplasmatische Anteil von GpIX besteht aus 5 Amino-
sauren.

GpV (82 kDa, 544 Aminosauren) beinhaltet 15 ,leucine-rich-repeats® und einen
zytoplasmatischen Anteil aus 16 Aminosauren [41]. GpV ist von entscheidender
Bedeutung flr die Bildung des Gplb-1X-V-Komplexes, indem es jeweils zwei Gplb-1X-
Komplexe nicht-kovalent bindet [64].
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Abb.1: Schematische Darstellung des Glykoprotein Ib-IX-V-Komplexes

Darstellung nach Lopez et al. 1998 [69]. Auf jedem Thrombozyt finden sich ca. 25.000 Gplb-IX-
Komplexe und ca. 12.500 GpV-Moleklle. Gplba mit der N-terminalen extrazellularen Doméane mit
sieben ,leucine-rich-tandem-repeats®, der vVWF-Bindungsstelle und hochgradig glykosylierter Makro-
glykopeptid-Doméne sowie transmembrandsen Domane und einem zytoplasmatischen Anteil mit
Bindungsstellen fir das ,Aktin-bindende-Protein® und das ,14-3-3C-Protein®, welche die funktionelle
Aktivitdt des Gplb-IX-V-Komplexes beeinflussen. Gplbf ist mit einem einzelnen ,leucine-rich-repeat”
und Uber eine Disulfidbriicke kovalent mit Gplba verbunden. GplX ist mit einem ,leucine-rich-repeat*

nicht-kovalent mit einem Gplb-Molekil (Iba + IbB) im Verhalinis 1:1 verbunden. GpV mit 15 ,leucine-



rich-repeats” bindet zwei Gplb-IX-Komplexe nicht-kovalent. Abkirzungen: GP = Glycoprotein; vVWF =
von-Willebrand-Faktor; S = Sulfidbriicke; cAMP = cyclo Adenosin Mono Phosphat.

1.2.2 Funktion und Interaktion des Gplb-IX-V-Komplexes mit
dem von-Willebrand-Faktor

Die physiologische Aufgabe des Gplb-1X-V-Komplexes ist es, die initiale Adhasion
von zirkulierenden Thrombozyten an die GefaBwand einzuleiten [93]. Die vom Gplb-
IX-V-Komplex vermittelte Adhé&sion ist abhéngig vom von-Willebrand-Faktor (VWF)
und den Scherkraften. In GeféaBabschnitten mit niedriger FlieBgeschwindigkeit und
geringen Scherkréften ist die Thrombozytenadhasion unabhangig von der Gplb-1X-V-
Komplex-vWF-Interaktion und wird von den Kollagenrezeptoren Gpla-lla und GpVI
sowie dem Fibrinogenrezeptor Gpllb-llla vermittelt [101, 102].

Der von-Willebrand-Faktor ist ein groBes multimeres Glykoprotein (20 x 10°%Da /
2050 Aminosauren). In Iéslicher Form zirkuliert es im Plasma in einer Konzentration
von ca. 10 ug/ml. Zusatzlich findet man den vWF in den a-Granula, den zyto-
plasmatischen Organellen der Thrombozyten und in den Weibel-Palade-Kérperchen
der Endothelzellen. Nach Zellaktivierung wird der VWF sezerniert [95]. Der vVWF setzt
sich aus verschiedenen Domanen unterschiedlicher Lange zusammen [106]. Die A1
Domane beinhaltet die Bindungsstelle fiir den Gplb-IX-V-Komplex [95]. Die Adhasion
von VWF an den Gplb-IX-V-Komplex der Thrombozyten initiiert eine Kaskade, an
deren Ende die physiologische Hamostase oder pathophysiologische Thombus-
bildung steht. Kommt es im Rahmen einer GefaBverletzung oder Plaqueruptur zur
Freilegung der subendothelialen Matrix, so bindet der im Plasma geléste vVWF an das
freigelegte Kollagen. Die Immobilisierung des VWF flhrt zu einer Konformations-
anderung der A1-Doméne, wodurch die Affinitat fir den Gplb-IX-V-Komplex um ein
Vielfaches erhdht wird [73]. Uber vWF-Bindungsstellen auf Gplba kommt es
schlieBlich zur vVWF-Gplb-1X-V-Komplex-Interaktion. Fir die Bindung zwischen dem
von-Willebrand-Faktor und dem vWF-Rezeptor sind die N-terminalen Aminosauren
von Gplba entscheidend. Hier wurden drei Regionen identifiziert, die entweder direkt
mit dem VWF eine Bindung eingehen oder die Affinitat fir die Interaktion erhéhen [4,
5, 104]. Unter anderem sind dies die ,leucine-rich-repeats” 2-4 [104].

Thrombozyten zirkulieren im Blut nahe der GefaBwand, wohingegen Erythrozyten
und Leukozyten aufgrund ihrer GréBe mehr im Zentrum des GeféaBlumens flieBen. Im

Zentrum ist die FlieBgeschwindigkeit am hdchsten und nimmt exponentiell zur



GefaBwand hin ab. Die Thrombozyten unterliegen somit stark den durch die unter-
schiedlichen FlieBgeschwindigkeiten erzeugten Scherkraften [59]. Die Bildung eines
Thrombus beginnt mit der Bindung von im Plasma gel6stem vVWF an der exponierten
subendothelialen Matrix der GefaBwand. Bei hohen Scherkréaften ist die Thrombo-
zytenadhasion an eine thrombogene Oberflache von der vVWF-Funktion abhangig
[96]. Ermdglicht wird dies durch die extrem hohe Assoziationsrate zwischen dem
VWF und dem thrombozytdren Gplb-IX-V-Komplex. Durch eine ebenso hohe
Dissoziationsrate bleibt die initiale Adhasion zunachst reversibel [101]. Die Inter-
aktion zwischen Gplba und der vWF-A1-Domane ermdglicht das Rollen der
Thrombozyten (,rolling®) auf dem Subendothelium, analog zum Rollen von Leuko-
zyten auf Endothelzellen [71]. Wé&hrend des Rollvorganges werden die Thrombo-
zyten durch die Gplb-IX-V-Komplex-vWF-Interaktion aktiviert [102]. Die Bindung des
Aktin-Bindungs-Proteins und des 14-3-3C-Proteins am zytoplasmatischen Anteil von
Gplba scheinen eine entscheidenden Rolle in diesem Aktivierungsprozess zu
spielen. Die Gplb-IX-V-Komplex-vWF-Interaktion bewirkt auch einen erhdhten
Calciumeinstrom ins Zytoplasma des Thrombozyten [62]. Der Anstieg der intra-
zellularen Calciumkonzentration flihrt zu einer Formverdnderung des thrombo-
zytdren Zytoskeletts und Ausbildung von Filopodien, wodurch die Adhasion weiter
verstarkt wird [63]. SchlieBlich kommen die Plattchen zum Stillstand und bilden eine
feste Bindung mit dem GefaBendothel aus. Das ,Spreading“, ein flachenhaftes
Ausbreiten zur VergréBerung der Kontaktflache der Thrombozyten auf der thrombo-
genen Oberflache, verstarkt die Adhé&sion zusatzlich. Die zunédchst reversible
Adhéasion geht dann durch die Bindung von aktiviertem Gpllb-llla mit dem vWF in
eine irreversible Form Uber [26].

Wahrend der Thrombozytenadhasion kommt es zur Aktivierung der Blutplattchen,
was eine Freisetzung von intrazellular gespeicherten Granulainhaltsstoffen und
Freilegung von Bindungsstellen fir Fibrinogen (Gpllb-1lla) zur Folge hat. Dadurch
wird zusatzlich zur Adhésion die Aggregation, also die Koh&sion zwischen zwei oder
mehreren Thrombozyten, eingeleitet. Eine regelhafte Aggregation ist von Ca*,
Fibrinogen und den vorliegenden Scherkréften abhangig. Fibrinogen und Ca?* sind in
ausreichender Menge im Plasma gelést und werden zuséatzlich aus intrazellularen
Speichern des aktivierten Thrombozyten freigegeben, hohe Scherkrafte erhéhen die
Kontaktwahrscheinlichkeit der Thrombozyten. Von zentraler Bedeutung flr die
Aggregation ist der Glykoprotein-llb-llla-Komplex (Gpllb-llla). Nach der Aktivierung



werden durch den Gpllb-llla-Komplex Fibrinogenbindungsstellen freigegeben und
Uber Fibrinogenbricken wird schlieBlich ein Plattchenaggregat gebildet [33].

1.2.3 Krankheiten bei Fehlen oder Fehlfunktion von Gplba
oder des Gplb-IX-V-Komplexes

1.2.3.1 Bernard-Soulier-Syndrome

Das Bernard-Soulier-Syndrome (BSS), erstmalig 1948 beschrieben, beruht auf
genetischen Defekten der Gene von Gplba, GplbB oder GplX. Defekte oder das
Fehlen von GpV fihren nicht zum BSS. Die verschieden Defekte verursachen eine
unzureichende, vollstindig fehlende oder fehlerhafte Expression des Gplb-IX-V-
Komplexes bzw. seiner einzelnen Untereinheiten. Dies fihrt zu einer beeintréchtigten
Adhasion von zirkulierenden Thrombozyten an die GefaBwand. Charakteristisch far
das BSS ist die fehlende Agglutination der Thrombozyten nach Zugabe von Risto-
cetin bzw. VWF. Patienten mit dem BSS weisen eine verlangerte Blutungszeit, eine
Thrombozytopenie sowie stark vergréBerte Thrombozyten auf. Als typische
Symptome finden sich haufiges Nasenbluten, Schleimhautblutungen, verstarkte
Blutungen nach minimalen oberflachlichen Verletzungen, gastrointestinale Blutungen
sowie eine erhdhte Hamatomneigung. Im Rahmen von gréBeren Verletzungen und
Operationen kénnen lebensbedrohliche Blutungen auftreten. Auch lebensbedrohliche
Menorrhagien bzw. Partalblutungen sind mdéglich. Die umgehende Transfusion von
Thrombozytenkonzentraten und Erythrozytenkonzentraten ist dann erforderlich. Das
BSS unterliegt einem autosomal-rezessiven Erbgang. In der Literatur ist bis dato nur
ein Fall mit autosomal-dominaten Erbgang beschrieben worden [19, 69].

1.2.3.2 Von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom und Pseudo-von-
Willebrand-Jiirgens-Syndrom

Das von-Willebrand-Jurgens-Syndrom (VWS) ist die haufigste angeborene Gerin-
nungsstérung und beruht auf einer primar verminderten von-Willebrand-Faktor- und
Faktor VIII:C-Konzentration (Typ 1), bzw. auf einem strukturellen und funktionellem
Defekt des VWF (Typ Il) oder vollstandigem Fehlen des vVWF mit gleichzeitig stark
verminderter Faktor VIII:C-Konzentration (Typ Ill). Patienten mit dem vWS weisen
eine verlangerte Blutungszeit auf. Die Mehrzahl der Patienten hat keine oder nur
diskrete Blutungssymptome. Als typisches Symptom finden sich Schleimhaut-
blutungen. Das von-Willebrand-Jirgens-Syndrom Typ | und Typ Il unterliegt einem



autosomal-dominanten, Typ Ill einem autosomal-rezessiven Erbgang. Das Pseudo-
von-Willebrand-Jirgens-Syndrom hat seine Ursache in einer Mutation innerhalb der
kodierenden Sequenz des Glykoproteins Gplba. Es handelt sich um einen so
genannten ,gain-of-function-phenotype“. Die Mutation des Gplba-Gens bewirkt eine
erhdhte Affinitat fir den VWF bei nicht aktivierten, ruhenden Thrombozyten. Die
unphysiologische Thrombozytenaktivierung fihrt zur Thrombozytenaggregation. Die
Plattchenaggregate werden dann in der Milz aus dem Blutkreislauf herausgefiltert.
Bei Patienten mit dem Pseudo-von-Willebrand-Jirgens-Syndrom kommt es somit zu
einer periodischen Thrombozytopenie und verminderten vVWF-Plasmakonzentration,
was eine eingeschrankte Hamostase mit erhéhtem Blutungsrisiko zur Folge hat. Das
Pseudo-von-Willebrand-Jirgens-Syndrom unterliegt einem autosomal-dominanten
Erbgang [19, 69].

1.3 Bedeutung der Kozak-Sequenz

Die Kozak-Sequenz wurde erstmalig von Marilyn Kozak beschrieben. Urspriinglich
wurde die Nukleotidsequenz A3 C2C1)AUGG1) als Kozak-Sequenz definiert.
Diese Definition basierte auf Studien, in welchen die Effekte einzelner Mutationen der
das Initiatorcodon AUG umgebenden Nukleotide auf die Translation in eukaryoten
Zellen untersucht wurden. Systematische mutagenetische Studien sowie der
Vergleich von mehreren hundert mRNA-Molekilen von Vertebraten zeigten, dass die
Nukleotidsequenz, welche das funktionelle Initiatorcodon AUG (fir DNA: ATG)
umgibt, keine zufallige Abfolge darstellt. 95% aller bekannten mRNA-Sequenzen
besitzen die Purinbase Adenin (A) in Position -3. Die Purinbase Guanin (G) dominiert
die Position +4. Funktionelle Untersuchungen der Translation des Preproinsulin-
Gens und des Alpha-Globulin-Gens in eukaryotischen Zellen zeigten, dass die
Purinbase (A) in Position -3 von entscheidender Bedeutung flir eine effiziente
Initiation der Translation ist. Wenn die Purinbase (A) in Position -3 fehlt, wird die
Purinbase Guanin (G) in Position +4 essentiell fir die Translation. Die aktuelle
Definition der Kozak-Sequenz lautet G.9)C.8)C(.7/G(-6)C(-5)C(-4)A(:3)C(-2)C(-/AUGG41).
Polymorphismen der Kozak-Sequenz besitzen Einfluss auf die Translation und damit
auf die Synthese von Proteinen [54, 55, 56, 57, 58].
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1.4 Polymorphismen thrombozytarer Glykoproteine

Polymorphismen sind stabile Variationen von DNA-Sequenzen. Sie kénnen zu
Anderungen in Aminosdurensequenzen, also Proteinmolekiilen fiihren, kénnen aber
auch ,still“, d.h. ohne strukturelle oder funktionelle Auswirkung bleiben. Fir das
Glykoprotein Gplba sind verschiedene stabile polymorphe Variationen bekannt [60,
67, 75]. Der ThrissMet-Polymorphismus, ein ,single nucleotide polymophism®, ein
einzelner Nukleotidaustausch innerhalb der Gplba-cDNA, beinflusst die alloantigenen
Eigenschaften des ,Human-Platelet-Alloantigen® (HPA) HPA-2a/2b [60]. HPA-2 spielt
eine Rolle in der Pathogenese der neonatalen Alloimmunthrombozytopenie sowie bei
dem Phanomen des Refraktarzustandes gegentber Thrombozytentransfusionen
[60]. Vom Glykoprotein Gplba gibt es vier Variationen von unterschiedlichem
Molekulargewicht [75]. Diese Variationen sind Folge des VNTR-Polymorphismus
(,Variable-Number-of-Tandem-Repeats“-Polymorphismus), einer variablen Wieder-
holung einer Sequenz von 39 Basenpaaren in dem Abschnitt des Gplba-Gens,
welcher die Makroglykopeptid-Region kodiert. Abhangig vom jeweiligen VNTR-Poly-
morphismus enthélt das Protein eine (Variante D), zwei (Variante C), drei (Variante
B) oder vier (Variante A) Wiederholungen der aus 13 Aminosauren bestehenden
Sequenz [67].

Innerhalb der Kozak-Sequenz des Gplba-Gens wurde an Position -5 vor dem
Initiatorcodon ATG ein T(5C-Dimorphismus entdeckt [47]. Variationen innerhalb der
Kozak-Sequenz bei Eukaryoten kénnen Einfluss auf die Proteintranslation besitzen
[54]. Der Gplba-T5C-Polymorphismus des Gplba-Gens basiert auf dem Vorliegen
von Thymin (T) oder Cytosin (C) an Position -5 vor dem ATG-Initiatorcodon [47].

1.5 Fragestellung der vorliegenden Studie

In der vorliegenden Studie wurde untersucht ob der Gplba-T.5C-Gen-
polymorphismus (Kozak-Sequenz-Polymorphismus) einen potentiellen Einfluss auf
das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit (KHK) besitzt. Es
wurde versucht, die klinische Relevanz des Gplba-T5C-Genpolymophismus fir die
Koronare Herzkrankheit und den Myokardinfarkt zu erfassen.



11

2 Material
2.1 Technische Hilfsmittel
2.1.1 Kleinmaterial

MikroreaktionsgeféBe (Ultra-Tubes), 0,65 ml, silikonisiert, Fa. Roth®, Karlsruhe
MikroreaktionsgefaBe (Ultra-Tubes), 1,7 ml, silikonisiert, Fa. Roth®, Karlsruhe
Parafilm, Fa. American Can®, Grennwich, USA

Pipettenspitzen, weiBs, Fa. Sarstedt®, Niimbrecht

Pipettenspitzen, gelb, Fa. Sarstedt®, Niimbrecht

Polaroidfilm, Typ 667 Professional, Fa. Polaroid®, St. Albans/Hertfordshire, U.K.

2.1.2 Gerate

Autoklav, Fa. Melag GmbH®, Berlin

Behring-Nephelometer, Fa. Behring AG®, Marburg

BM/Hitachi System 717, Fa. Boehringer®, Mannheim

DNA-Thermocycler Gene-Amp PCR System 9600, Fa. Perkin Elmer®, Vaterstetten
Elektrophorese-Kammern, Fa. Biometra®, Géttingen

Feinwaage, Fa. Mettler-Toledo®, Giessen

Grobwaage, Fa. Sartorius®, Géttingen

Kamera, Sofortbildkamera Quick Shooter QSP 46400, Fa. Polaroid®, St. Albans/
Hertfordshire U.K.

Mikrowelle, Fa. Bosch®, Miinchen

Netzgerat, Fa. Shandon®, Frankfurt

pH-Meter CG 840, Fa. Schott®, Hofheim a. Taunus

Pipette, 0,5-10 ul, (Gilson), Fa. Abimed®, Langenfeld

Pipette, 10-100 pl, (Gilson), Fa. Abimed®, Langenfeld

Pipette, 100-1000 pl, (Gilson), Fa. Abimed®, Langenfeld

Sequenzierung, ABI PRISM™ 373 DNA Sequencer, Fa. Applied Biosystems®,
Weiterstadt

UV-Tisch (DNA-Transluminator), Fa. Renner®, Darmstadt

Vortex-Schuttler IKA-VIBRO-FIX VF2, Fa. IKA®, Staufen

Wasserbad, Fa. Julabo®, Seelbach



Zentrifuge (Biofuge 13), Fa. Heraeus®, Osterode

2.2 Reagenzien

Agarose NuSieve, Fa. FMC/Biozym®, Hessisch Oldendorf
Agarose Biozym, Fa. FMC/Biozym®, Hessisch Oldendorf
Apolipoprotein-Kontroll-Serum CHD (human), Behringwerke AG®, Marburg
Aqua dest, Fa. Braun®, Melsungen
Bromphenolblau, Firma Sigma Chemie GmbH®, Deisenhofen
Ethidiumbromid, Fa. Sigma Chemie GmbH®, Deisenhofen
Testkit zur Cholesterin-Bestimmung, Fa. Boehringer GmbH®, Mannheim
Desoxynukleotide (dNTPs), Fa. Pharmacia®, Freiburg
DNA-Molekulmarker V, Fa. Boehringer®, Mannheim
Lysis Puffer K: Gelatine, Fa. Merck®, Darmstadt

KCI, Fa. Merck®, Darmstadt

MgClz, Fa. Merck®, Darmstadt

Tris-HCI, Fa. USB®, Bad Homburg

Tween 20, Fa. Sigma Chemie GmbH®, Deisenhofen
N Antiserum gegen Human-Apolipoprotein A-I, Behringwerke AG®, Marburg
N Antiserum gegen Human-Apolipoprotein B, Behringwerke AG®, Marburg
N Apolipoprotein-Standard-Serum (human), Behringwerke AG®, Marburg
PIPES-Puffer, Fa. Boehringer GmbH®, Mannheim
Sequenzierungs-Kit, Fa. Perkin Elmer®, Vaterstetten

Testkit zur Cholesterin-Bestimmung, Fa. Boehringer®, Mannheim

TAE-Puffer: EDTA, Fa. Merck®, Darmstadt
Tris-Acetat, Fa. USB®, Bad Homburg
TE-Puffer: EDTA, Fa. Merck®, Darmstadt

TRIS-HCI, Fa. USB®, Bad Homburg
Triglycerid-Reaktionsgemisch, Fa. Boehringer GmbH®, Mannheim

2.3 Enzyme

Tag-Gold-Polymerase, Fa. Perkin EImer®, Vaterstetten

Restriktions-Endonuklease PpuMi, Fa. New England Biolabs Inc.®, Ipswich, USA

12
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2.4 Primer

spezifische Primer, Fa. MWG Biotech AG®, Ebersberg

2.5 Software

SPSS® Inc. Version 9.0, Fa. SPSS Inc.®, Chicago, USA

Microsoft® Word 2002, Fa. Microsoft Corporation®, Redmond, USA
Microsoft® Excel 2002, Fa. Microsoft Corporation®, Redmond, USA
CorelDRAW® Graphics Suite 12, Fa. Corel Corporation®, Ontario, Kanada
Open Office®.org 2.0, Fa. Sun Microsystems Inc.®, Santa Clara, USA
Agfa Scan Wise® 2.0, Fa. Agfa-Gevaert®, Mortsel, Belgien
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3 Methoden

3.1 Studienpopulation

Das potentielle Risiko des Gplba-T.5C-Polymorphismus des Gplba-Gens (Kozak-
Sequenz-Polymorphismus) flr das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herz-
krankheit (KHK) wurde in den Instituten fir Klinische Immunologie und Transfusions-
medizin und fir Klinische Chemie und Pathobiochemie der Justus-Liebig-Universitéat
GieBBen bei 3015 mannlichen Patienten analysiert. 2492 Studienteilnehmer wurden
einer Koronarangiographie unterzogen, welche in den Kardiologischen Abteilungen
der Medizinischen Klinik der Justus-Liebig-Universitidt GieBen bzw. der Kerckhoff-
Klinik Bad Nauheim durchgefihrt wurde. In 80% der Falle erfolgte die Koronar-
angiographie aufgrund des Verdachts auf eine Koronare Herzkrankheit, in 20% der
Falle wurde die Koronarangiographie zur Klarung einer reduzierten linksventrikularen
Pumpfunktion (LV-Funktion) durchgefihrt. Bei 98% der Patienten mit reduzierter LV-
Funktion wurde eine KHK, bei 2% eine dilatative Kardiomyopathie diagnostiziert. Die
Kontrollgruppe bestand aus 523 Probanden ohne Erkrankungen des Herzens und
der arteriellen GeféaBe mit vergleichbarem ethnischen und demographischen Hinter-
grund. Die gefaBgesunden Probanden der Kontrollgruppe wurden mit Hilfe des
.,Rose Questionnaire” identifiziert [90]. Probanden mit Verdacht auf eine GefaB-
erkrankung wurden ausgeschlossen. Die Anamnese der Kontrollindividuen durfte
keine Hinweise auf Angina pectoris, Apoplex, Myokardinfarkt oder andere vaskulare
Ereignisse besitzen. Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie war das Ein-
verstéandnis der Probanden. Jeder Studienteilnehmer wurde einer detaillierten,
standardisierten Befragung bezlglich GeféBerkrankungen, Angina pectoris, Herz-
infarkt, nicht-kardiovaskularen Vorerkrankungen, Zigarettenkonsum, arteriellem
Hypertonus, Diabetes mellitus und Medikamenten unterzogen. Die anamnestisch
erhobenen Angaben wurden durch Daten und Befunde aus den Patientenakten
erganzt, bzw. verifiziert (Arztbriefe, EKG-, Labor-, Echokardiographie-, Koronar-
angiographie-, Szintigraphie-Befunde etc.). Abgelaufene Herzinfarkte wurden in
Anzahl, Zeitpunkt (Lebensalter) und Lokalisation ermittelt. Bereits durchgeflhrte
therapeutische Interventionen wie z.B. eine PTCA (perkutane transluminale koronare
Angioplastie) oder eine ACB-OP (aortokoronare Bypassoperation), wurden ebenfalls
in Anzahl und Zeitpunkt der Durchfihrung in die Datensammlung mit aufgenommen.

Der Zigarettenkonsum wurde quantitativ in ,pack years“ angegeben (1 pack year =
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20 Zigaretten pro Tag fur ein Jahr). Arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus
wurden als binare Variablen definiert. Kérpergrésse (in m = Meter) und Korper-
gewicht (in kg = Kilogramm) der Patienten wurden zur Berechnung des Body-mass-
index (BMI) bestimmt (BMI = Kérpergewicht (kg) / [Kérpergrdsse]? (m?); (Norm: BMI
20-25 kg/m?; Adipositas Grad 1: BMI > 25-30 kg/m?; Adipositas Grad 2: BMI > 30-40
kg/m?; Adipositas Grad 3: BMI > 40 kg/m?).

3.2 Diagnose der Koronaren Herzkrankheit

Die Koronare Herzkrankheit ist eine durch Atherosklerose der HerzkranzgefaBe
bedingte Erkrankung, welche ein Missverhéltnis zwischen Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch des Herzmuskels, dem Myokard, zur Folge hat [92]. Die Haupt-
risikofaktoren flr die Entstehung der Koronaren Herzkrankheit sind arterieller
Hypertonus, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus und Zigarettenkonsum [92]. Als
weitere gesicherte Risikofaktoren sind Alter, familidre genetische Disposition,
Adipositas, Hyperfibrinogendmie, Bewegungsmangel, mannliches Geschlecht,
terminale Niereninsuffizienz und Hyperhomocysteinamie anzusehen [109].

Die Atherosklerose unterliegt einer multifaktoriellen Genese. Als weitestgehend
anerkannt gilt die von Ross et al. postulierte ,Response to injury“ Hypothese [92].
Nach Ross et al. fuhrt eine Endothellasion einer Arterie zu einer Monozyten-
aktivierung, was Lipidablagerungen im Bereich der Endothellasion zur Folge hat.
Eine zusatzliche Aktivierung von Thrombozyten mit Freisetzung verschiedener
Mediatoren bewirkt eine Migration von glatten Muskelzellen zum L&sionsort mit
konsekutiver Proliferation. SchlieBlich entsteht ein atherosklerotischer Plaque [92].
Dieser Prozess kann bereits im ersten Lebensjahrzehnt beginnen und sich in den so
genannten “fatty streaks”, Fettstreifen, in der Aortenwand widerspiegeln [92]. Flhren
die atherosklerotischen Plaques zu einer Lumeneinengung von = 50%, so wird die
Atherosklerose klinisch manifest [52]. An den HerzkranzgeféBen findet sich die
Atherosklerose bevorzugt in den proximalen GefaBabschnitten und an Auf-
zweigungsstellen [85]. Die wichtigsten klinischen Manifesationsformen sind die
Angina pectoris, der Myokardinfarkt sowie Herzrhythmusstérungen bis hin zum
plétzlichen Herztod [6, 37]. Klinisch findet sich ein Druck- oder Engegefihl hinter dem
Brustbein, das haufig in den linken Arm ausstrahlt. Die Ausstrahlung der Schmerzen
kann auch in den rechten Arm, in das Epigastrium, in den Hals oder zwischen die
Schultern erfolgen. Typisch flir die einfache, stabile Angina pectoris ist ein



16

belastungsabhangiges Auftreten und eine Besserung oder Sistieren der Symptomatik
in Ruhe sowie auf Gabe von Glycerolnitraten. Haufig klagen die Patienten auch Uber
Belastungsdyspnoe und eine reduzierte kérperliche Belastbarkeit. Die Diagnose der
Angina pectoris, bzw. der Koronaren Herzkrankheit ist bei alleiniger Verwendung
klinischer Kriterien schwierig, da differentialdiagnostisch auch Erkrankungen anderer
thorakaler Organe zu berUcksichtigen sind [37].

Die Diagnostik der Koronaren Herzkrankheit besteht neben der Anamnese und
klinischen Untersuchung aus nicht-invasiven und invasiven diagnostischen Ver-
fahren. Zu den nicht-invasiven Diagnoseverfahren gehdren das Ruhe-Elekiro-
kardiogramm (Ruhe-EKG), laborchemische Analysen (Bestimmung von CK, CK-MB,
Troponin), das Belastungs-Elektrokardiogramm (Belastungs-EKG) und die trans-
thorakale Echokardiographie (TTE). Erganzende Verfahren sind die Stressecho-
kardiographie, die Myokardperfusionsszintigraphie, die Positronenemissionstomo-
graphie (PET) sowie die Kardio-Magnetresonanztomographie (Kardio-MRT) und
Kardio—Computertomographie (Kardio-CT) [27, 37, 40]. Die invasive Diagnostik-
methode und zugleich der diagnostische Goldstandard zur Sicherung der Verdachts-
diagnose KHK ist die Koronarangiographie. Die Koronarangiographie ermdglicht eine
selektive Darstellung der Koronararterien und Beurteilung von AusmaB und
Lokalisation koronarer GefaBverengungen [6, 27, 37, 40].

Die Koronarangiographien der 2492 Patienten wurden in den Abteilungen fiir
Kardiologie und Angiologie der JLU-GieBen bzw. der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim
durchgefiihrt. Nach Vorbereitung und Aufklarung der Patienten erfolgte die Koronar-
angiographie in Seldinger-Technik perkutan Uber die rechte Arteria femoralis [7]. In
Ausnahmeféllen wurde die rechte Arteria brachialis oder linke Arteria femoralis
punktiert. Uber eine Einfiihrschleuse und einen Fihrungsdraht wurde ein Angio-
graphiekatheter unter Durchleuchtungskontrolle bis vor die Abgange der beiden
Nierenarterien vorgeschoben. Nach Aspiration und Spllung mit Heparin wurde der
Katheter unter Durchleuchtungskontrolle und kontinuierlicher Uberwachung des
arteriellen Blutdrucks und des EKG zun&chst in die linke Koronararterie vor-
geschoben. Nach Injektion von Kontrastmittel lieB sich die Lokalisation und
Auspragung der Koronarstenosen beurteilen. Die Koronararterien wurden in
mehreren rechtsanterioren (RAO), linksanterioren (LAO), axialen und hemiaxialen
Ebenen dargestellt und mittels Filmkamera aufgenommen. Die Darstellung der

rechten Koronararterie erfolgte in analoger Vorgehensweise. Neben der angio-
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graphischen Darstellung der Koronararterien erfolgte eine Messung des links-
ventrikularen Drucks und eine Ventrikulographie des linken Ventrikels mittels
Kontrastmittelinjektion. Hierdurch konnte die enddiastolische und endsystolische
GroBe des linken Ventrikels, die globale und regionale Myokardkontraktion sowie die
Mitralklappe beurteilt werden. Nach Beendigung der Untersuchung und Entfernung
der Katheter und der Einfihrschleuse wurde ein Kompressionsverband angelegt.
KoronargefaBe mit einem Stenosierungsgrad von = 50% wurden als erkrankt
definiert. Je nach Lokalisation der Stenose bzw. Stenosen wurde die Koronare
Herzkrankheit in eine Null-, Eins-, Zwei- oder DreigefaBerkrankung eingeteilt. Eine
genauere Schweregradeinteilung der KHK erfolgte durch Verwendung des Gensini-
Score (GS) [35, 36]. Dieses Scoring-System berlcksichtigt die unterschiedliche
funktionelle Signifikanz einer Koronarstenose, welche durch das jeweils vermindert
perfundierte Myokardareal bestimmt wird. Je nach Stenosegrad und Segment-
lokalisation der Stenose wird ein Wert von 1 bis 32 zugeteilt (Severity-Score), der
dann in Abhé&ngigkeit von der vitalen Bedeutung des betroffenen Segments mit
einem Faktor multipliziert wird (s. Abb. 2, S. 17 und Tab. 1, S. 18). Beispiel: Fir das
distale Segment der RCA (3) ergibt sich bei einer 75%igen Stenose ein Gensini-
Score (GS) von 4 x 1 = 4, wohingegen eine 75%ige Stenose des proximalen
Segments der LAD (6) einen GS von 4 x 2,5 = 10 ergibt.

Aorta:l;_;. Hauptstamm

T

B //\

Abb. 2 : Nomenklatur der Koronararteriensegmente
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RCA Right Coronary Artery / A. coronaria dextra: 1: proximales Segment, 2: mittleres Segment, 3:
distales Segment, 4: RPD Right Posterior Descending; 5: LCA Left Coronary Artery / A. coronaria
sinistra; LAD Left Anterior Descending: 6: proximales Segment, 7: mittleres Segment, 8: distales
Segment, 9: D1, First Diagonal / Erster Diagonalast, 10: D2, Second Diagonal / Zweiter Diagonalast;
RCX Ramus circumflexus: 11: proximales Segment, 12: OM Obtuse Marginal / R. marginalis sinister,
13 : distales Segment, 14 : PL, Posterolateral / R. posterior ventriculi sinistri, 15: PD, Posterior
Descending, R. interventricularis posterior (wenn R. interventricularis posterior aus der A. coronaria

sinistra entspringt / Linksversorgertyp). Abklrzungen: A. = Arteria; R. = Ramus.

Tab. 1: Ermittlung des Gensini-Scores
Grad der Stenose Severity-Score
25 % 1
50 % 2
75 % 4
90 % 8
99 % 16
100 % 32
Koronararteriensegmente Faktor
RCA Right Coronary Artery / A. coronaria dextra
1. proximales Segment X1,0
2. mittleres Segment X 1,0
3. distales Segment X 1,0
4. RPD Right Posterior Descending / R. interventricularis posterior X1,0
5. LCA Left Coronary Artery / A. coronaria sinistra X5,0
LAD Left Anterior Descending / R. interventricularis anterior
6. proximales Segment X2,5
7. mittleres Segment X1,5
8. distales Segment X 1,0
9. D1 First Diagonal / 1. R. lateralis X1,0
10. D2 Second Diagonal / 2. R. lateralis X0,5
RCX Ramus circumflexus
11. proximales Segment X1,0
12. OM Obtuse Marginal / R. marginalis sinister X1,0
13. distales Segment X 1,0

14. PL Posterolateral / R. posterior ventriculi sinistri X 0,5
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Koronararteriensegmente Faktor

15. PD Posterior Descending / R. Interventricularis posterior X1,0
( Linksversorgertyp)

_ A. coronaria sinistra
A. coronaria dextra \
_ R. circumflexus

R. nodi sinu-atrialis . _ A4 _ R. interventricularis anterior

k2. _ Rr interventriculares septales
R. coni arteriosi — <

R. atrialis — ’

R.nodi — _
atrioventricularis

R. marginalis — — Xg§

6~ . .
~ Rir. interventriculares
dexter 4

septales

(R. posterolateralis — N

dexter) ™ R. posterior
| ventriculi sinistri
R. interventricularis posterior | ™ Rr. atrioventriculares

Rr. interventriculares septales

Abb. 3: Anatomie der Koronararterien

Modifiziert nach Sobotta, Atlas der Anatomie des Menschen, Band 2; 20 Auflage, 1993.

3.3 Messung von etablierten Risikofaktoren der Koronaren
Herzkrankheit

Vor der Durchfihrung der Koronarangiographie wurde jedem Patienten eine
EDTA-, Serum- sowie Plasma-Blutprobe abgenommen. Aus den EDTA-Blutproben
wurde das Blutbild bestimmt und die DNA isoliert [s. Kap 3.3.6, S. 24]. Die
nachfolgend naher beschriebene Messung von Gesamtcholesterin [48], Apolipo-
protein B (ApoB) [28], Apolipoprotein A-l (ApoA-1) [28], Lipoprotein (a) (Lp(a)) [43],
Fibrinogen [18] sowie von klinisch-chemischen Parametern wie C-reaktives-Protein,

Transaminasen u.a. erfolgte aus den Serum-, bzw. Plasma-Blutproben.

3.3.1 Gesamtcholesterin

Die Bestimmung des Gesamtcholesterins erfolgt in der Regel zur Beurteilung des
Atherosklerose-Risikos, bzw. zur Therapiekontrolle bei Hypercholesterindmie [48].
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Der praventivmedizinische Zielwert liegt bei Herzgesunden unterhalb von 200 mg/dl.
Oberhalb von 200 mg/dl steigt die Infarktimorbiditat steil an und zeigt bei 250 mg/dl
eine Verdopplung, bei 300 mg/dl sogar eine Vervierfachung im Vergleich zum Risiko
bei 200 mg/dl. Bei einer atherogenen Konstellation der Cholesterinfraktionen (HDL-
Cholesterin < 35 mg/dl bzw. LDL-Cholesterin >150 mg/dl) ist auch bei normalem
Gesamtcholesterin das Herzinfarktrisiko erhéht. Gleiches qilt bei erhéhten Tri-
glyzeriden in Kombination mit erniedrigten HDL-Cholesterin. Eine Hypercholesterin-
amie ist meistens sekundarer Genese: alimentéar bedingt, bei Diabetes mellitus, bei
Nephropathien, bei Hypothyreose u. a. Ursachen [40, 103, 108]. Nur in 1 von 500
Fallen findet sich eine familiare Hypercholesterinamie.

Bestimmungsmethode:

Die Serumkonzentration von Cholesterin wurde am klinisch-chemischen Analysator
Hitachi 717 der Fa. Boehringer® gemessen. Es wurden 3 pl Probevolumen mit 250 pl
Cholesterin-Reagenz (PIPES-Puffer: 75 mmol/l (pH 6,8); Mg?*: 10 mmol/l; Natrium-
cholat: 0,2 mmol/l; 4-Aminophenazon: 0,15 mmol/l; Phenol: 4,2 mmol/l; Fett-
alkoholpolyglykolether: 1%; Cholesterin-Esterase: 0,5 U/ml; Cholesterin-Oxidase:
0,15 U/ml; Peroxidase: 0,25 U/ml) versetzt und basierend auf der nachfolgend
aufgefihrten Reaktionsgleichung bei einer Temperatur von 37 °C und einer Wellen-

lange von 700 nm photometrisch gemessen.
Cholesterinester + H,O »
Cholesterinesterase » Cholesterin + RCOOH
Cholesterin + O, »

Cholesterinoxidase » A4-Cholestenon + H>O
2H>0; + 4-Aminophenazon + Phenol »

Peroxidase » 4-(p-Benzochinonmonoimino)-phenazon+ 4H,O

3.3.2 Triglyceride

Die Bestimmung der Triglyceride erfolgt in der Regel zur Beurteilung des

Atherosklerose-Risikos, bzw. zur Klassifikation und Therapiekontrolle von Hyperlipo-
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proteindmien. Der praventivmedizinische Zielwert liegt bei Herzgesunden < 150
mg/dl. Oberhalb von 200 mg/dl liegt definitionsgeman eine Hypertriglyceridamie vor
[6, 11, 34]

Bestimmungsmethode:

Die Triglycerid-Serumkonzentration wurde mit dem klinisch-chemischen Analysator
Hitachi 717 der Fa. Boehringer® gemessen. Der Test beruht auf der enzymatischen
Spaltung der Triglyceride mit nachfolgender Bestimmung des entstandenen Glycerin-
3-Phosphats mittels enzymatischer Farbreaktion. Dazu wurden 3 pl Probevolumen
und 300 pl Reaktionsgemisch (Tris-Puffer: 150 mmol/l (pH 7,6); Magnesiumsulfat:
17,5 mmol/l; EDTA, Dinatriumsalz: 10 mmol/l; 4-Chlorphenol: 3,5 mmol/l; Natrium-
cholat: 0,15%; Kaliumhexacyanoferrat(ll): 6 mmol/l; Fettalkoholpolyglykolather:
0,12%; ATP: 0,5 mmol/l; 4-Aminophenazon: 0,35 mmol/l; Lipase: 3 U/ml; Glycerin-
phosphatoxidase: 2,5 U/ml; Glycerokinase: 0,2 U/ml; Peroxidase: 0,15 U/ml)
verwendet und basierend auf der nachfolgend aufgeflhrten Reaktionsgleichung bei
einer Temperatur von 37 °C und einer Wellenldnge von 700 nm photometrisch

gemessen.

Triglyceride + 3 H.O »

Lipase » Glycerin + RCOOH

Glycerin + ATP »

Glycerokinase » Glycerin-3-phosphat + ADP
Glycerin-3-phosphat + O, »

Glycerinphosphatoxidase » Dihydroxyacetonphosphat + H>O»
H.O, + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol »

Peroxidase » 4-(p-Benzochinonmonoimino)-phenazon + 2 H,O + HCI

3.3.3 Lipoprotein (a)

Lipoprotein (a) (Lp(a), ,Lipoprotein-assoziiertes Antigen“) besteht aus einem LDL-
Partikel, an dessen Hauptproteinbestandteil ApoB-100 ein weiteres Apoprotein, das

Apo(a)-Antigen, Uber Disulfidbricken gebunden ist [107]. Der Apo(a)-Anteil weist
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eine hohe Strukturahnlichkeit mit Plasminogen auf [70]. Erhéhte Lp(a)-Serumspiegel
sind ein unabhangiger genetischer Risikofaktor fir die Atherosklerose und den Herz-
infarkt, wobei Pravalenz und Schweregrad mit der Héhe des Serumspiegels von
Lp(a) korrelieren [40, 42, 100]. Die atherogenen Mechanismen von Lp(a) beruhen
sehr wahrscheinlich auf der hohen Plasminogen-Strukturhomologie [70]. Durch die
Bindung an Plasminrezeptoren von Endothelzellen kommt es zur gesteigerten
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Expression und gesteigerten a,-Antiplasmin-Aktivitat.
Dies fuhrt zur Hemmung der lokalen Thrombolyse im Endothelbereich, wodurch eine
Plaquebildung beginstigt wird. Bei einer Lp(a)-Serumkonzentrationen > 30 mg/dl
besteht ein zweifach erhdhtes, bei gleichzeitig erhéhtem LDL-Cholesterin ein flnffach
erhdhtes relatives Atherosklerose-Risiko [103]. Da die Lp(a)-Serumkonzentration
durch Diat und lipidsenkende Medikamente kaum zu beeinflussen ist, ist eine
Senkung der U(brigen Risikofaktoren, insbesondere des LDL-Cholesterins, an-
zustreben [111].

Bestimmungsmethode:

Das Prinzip der quantitativen Bestimmung von Lp(a) in Humanserum mittels
Nephelometrie am Nephelometer der Fa. Behring® beruht auf der Agglutination von
Lp(a) im Probenmaterial mit Polysterolpartikel-gebundenen Antikérpern gegen
Human-Lp(a). Aus patentrechtlichen Grinden kdnnen die Konzentrationen,
Reaktionspartner sowie die Zusammensetzungen der Reaktionspuffer nicht an-
gegeben werden.

3.34 Apolipoprotein A-l und Apolipoprotein B

Die kombinierte Bestimmung der Apolipoproteine A-I (ApoA-lI) und B (ApoB)
erganzt die konventionelle Lipidbestimmung und erhdht die prognostische Aus-
sagekraft bezlglich des Atherosklerose-Risikos im Vergleich zur alleinigen
Bestimmung des HDL- und LDL-Cholesterins [53, 100, 103]. Der Quotient aus
ApoB/ApoA-I qgilt als wichtiger Parameter. Die Bestimmung von ApoB ermdglicht die
Diagnose genetisch bedingter Fettstoffwechselstérungen, welche mit einem erhdhten
Risiko fur Herzkreislauf-Erkrankungen einhergehen, da hierbei die LDL-Cholesterin-
konzentrationen und die Triglyceridekonzentrationen im Serum im Normalbereich

liegen kdnnen.
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3.3.4.1 Apolipoprotein A-l

Apolipoprotein A-l bildet die Hauptproteinkomponente (ca. 65%) am Gesamt-
protein der antiatherogenen HDL (high density lipoprotein) [89, 103] und aktiviert die
Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), welche die Veresterung von Cholesterin
aus peripheren Zellen und GefaBwanden katalysiert [38]. Das veresterte Cholesterin
wird durch die HDL-Partikel zur Leber transportiert und verstoffwechselt. Erniedrigte
ApoA-I-Konzentrationen bzw. Erhéhungen des Quotienten ApoB/ApoA-I sind ein
Risikofaktor flr atherosklerotische Prozesse [88, 103].

3.3.4.2 Apolipoprotein B

Apolipoprotein B bildet die Hauptproteinkomponente (ca. 95%) am Gesamtprotein
des atherogenen LDL (low density lipoprotein) [89, 103]. ApoB ist fur die Interaktion
mit LDL-Rezeptoren in der Leber und an Zellwanden notwendig und am Transport
von Cholesterin in Zellen der GefaBwand beteiligt. Erhdhte ApoB-Konzentrationen
sind ein Risikofaktor fir die Atherosklerose.

Bestimmungsmethoden:

In einer immunochemischen Reaktion zwischen den im Serum enthaltenen Apo-
lipoproteinen und spezifischen Antikérpern enstehen Immunkomplexe, an denen
eingestrahltes Licht in einem Nephelometer der Fa. Behring® gestreut wird. Die
Konzentration des jeweiligen Apolipoproteins in der Probe bestimmt die Intensitat des
Streulichts und kann durch Vergleich mit einem Standard bekannter Konzentration
ermittelt werden. Aus patentrechtlichen Griinden kdnnen die Konzentrationen,
Reaktionspartner sowie die Zusammensetzungen der Reaktionspuffer nicht an-

gegeben werden.

3.3.5 Fibrinogen

Das in der Leber gebildete Fibrinogen ist das Substrat des Thrombins, Plasmins
und der Elastase. Fibrinogen gehért zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine und steigt
bei entzindlichen Reaktionen mit einer Verzdégerung von 24 - 48 Stunden auf
abnorm hohe Konzentrationen an. Nach Aktivierung der Gerinnungskaskade und der

thrombin-katalysierten Abspaltung der Fibrinpeptide A und B von Fibrinogen erfolgt
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die Polymerisation zum Fibrin. Die anschlieBende Faktor-Xlll-katalysierte Quer-
vernetzung des Fibrinpolymerisats bewirkt die Ausbildung eines Fibringerinnsels, das
wesentlich zur Blutstillung durch Verschluss des GefaBes beitragt. Fibrinogen ist ein
Risikofaktor flr atherosklerotische Erkrankungen [22]. Die Bestimmung des
Fibrinogens erfolgt in der Regel bei Verdacht auf eine Blutgerinnungsstérung, zur
Uberwachung fibrinolytischer Therapien, als praoperatives Screening, als Verlaufs-
kontrolle bei Verbrauchskoagulopathie und Lebererkrankungen sowie zur Ab-
schatzung des Atheroskleroserisikos. Der Referenzbereich im Plasma liegt bei 150 —
450 mg/l.

Bestimmungsmethode:

Die Fibrinogenkonzentration wurde nach der Clauss-Methode [18] mit dem klinisch-
chemischen Analysator KC 40 der Fa. Amelung® bestimmt. Die Fibrinogenmessung
ist eine Variante der Thrombinzeit-Bestimmung. Citratplasma wurde zunachst soweit
verdinnt, dass die Fibrinogenkonzentration 0,1 — 0,5 g/l betrug. In diesem Bereich
korreliert die Fibrinogenkonzentration mit der gemessenen Gerinnnungszeit. Das
verdiinnte Citratplasma wurde mit einer hohen Thrombinkonzentration versetzt und
die Gerinnungszeit in Sekunden gemessen. Die Fibrinogenkonzentration ist unter

definierten Bedingungen zur Bildungsgeschwindigkeit eines Thrombus proportional.

3.3.6 DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

Die DNA-Isolierung erfolgte nach der durch Kawasaki et al. beschriebenen
Standardmethode aus mit EDTA antikoagulierten Vollblut [49]. Zu jeweils 100 pl
EDTA-Vollblut wurde 500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA)
hinzugegeben und anschlieBend bei 13.000 g fir 10 Sekunden zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pl TE-Puffer resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation und nochmaligem Verwerfen des Uberstandes wurde das
Pellet in 100 pl Lysis-Puffer K (100 mM Tris-HCI (pH 8,3); 500 mM KCI; 15 mM
MgClz; 0,1 % Gelatine; 5% Tween 20; 10 pl frische Proteinase K) resuspendiert und
leicht anzentrifugiert. Eine anschlieBende Inkubation bei 56°C fir 45 min bewirkte
den Abbau der Proteine durch die Proteinase K. Durch Erhéhung der Inkubations-

temperatur auf 95°C fir 10 min wurde die Proteinase K inaktiviert. Nach leichtem
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Anzentrifugieren wurde das entstandene Kern-Lysat, die DNA, bei einer Temperatur
von —20°C aufbewabhrt.

3.7 Genotypisierung der Allele Gplba-Ts und -Cs des
Gplba-T5C-Polymorphismus des Gplba-Gens

3.7.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion - PCR

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ermdglicht es,
DNA-Abschnitte eines Genoms gezielt zu vervielfaltigen und einzelne Allele einer
genauen Analyse zu unterziehen. Voraussetzung flr diese Vervielfaltigung ist, dass
man die DNA-Sequenzen, welche die zu untersuchende Region umgeben, kennt
[79]. Die PCR-Methode wurde im Jahre 1985 von K. B. Mullis entwickelt [77, 78]. Als
Grundprinzip liegt der PCR ein dreistufiger Temperaturzyklus aus Denaturierung,
Annealing und Elongation zugrunde. Eine doppelstrangige DNA-Matrize (dsDNA,
DNA-template) wird bei einer Temperatur von 95°C zu einstrangiger DNA (ssDNA)
denaturiert. Nach einer Temperaturabsenkung auf 60°C bis 40°C lagern sich am 5’-
Ende und am 3’-Ende des zu amplifizierenden Bereichs spezifische Oligonukleotid-
molekile, die Primer, an. Dabei handelt es sich um kurze, einzelstrangige DNA-
Molekiile, die komplementédr zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-
Matrize sind. Die Primeranlagerung an die komplementaren Sequenzen der DNA-
Matrize bezeichnet man als Annealing. In der folgenden Elongationsphase bei 65°C
bis 75°C werden die Primer in Anwesenheit freier Desoxynukleosid-Triphosphate
(dNTP) von einer DNA-abhangigen thermostabilen DNA-Polymerase in 5-3'-
Richtung verlangert. Die DNA-Polymerase elongiert den entstehenden DNA-Doppel-
strang solange, bis sie von der DNA abféllt oder die Reaktion unterbrochen wird.
Hierbei wird der Reaktionsabbruch durch eine Erhéhung der Inkubationstemperatur
auf z.B. 95°C erreicht. Bei diesen hohen Temperaturen kommt es auch zur erneuten
Denaturierung der entstanden doppelstrangigen DNA. Wird der Ansatz in An-
wesenheit freier Primer wieder auf 60°C bis 40°C abgekihlt, so binden die Primer
erneut an die komplementaren Sequenzen der DNA-Matrize und die Synthese eines
weiteren Doppelstranges kann erfolgen. Nach dem zweiten Zyklus entstehen
Fragmente, die genau der Lange des zu amplifizierenden Bereichs entsprechen.

Diese Fragmente werden in weiteren PCR-Zyklen exponentiell vermehrt, bis sich
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durch die Akkumulation von PCR-Produkten, durch eine verminderte Aktivitat der
Polymerase sowie durch den Verbrauch von Reaktionskomponenten ein ,Plateau-
Effekt” einstellt. Ein Zyklus (Denaturierung, Annealing, Elongation) wird zwanzig- bis
vierzigmal wiederholt. Das amplifizierte PCR-Produkt (Amplikon) kann mit Hilfe der
Gelelektrophorese (s. Abb. 5, Abb. 6, S. 32) aufgetrennt und dargestellt werden.

3.7.2 Verschachtelte Polymerasekettenreaktion - Nested-
PCR

Die Nested-PCR-Methode ermdglicht es, die Sensitivitat und Spezifitat der DNA-
Amplifizierung zu erhéhen. Das in einer ersten PCR gewonnene PCR-Produkt wird
als Matrize fur eine weitere PCR verwendet. Die Nested-PCR-Primer hybridisieren
innerhalb des Abschnitts, welcher durch die in der ersten PCR verwendeten Primer
vorgegeben wird. Es ist auch méglich, nur einen Nested-PCR-Primer zu verwenden
und einen Primer der ersten PCR beizubehalten. Der Vorteil der Nested-PCR
Methode liegt darin, dass fehlerhafte Kopien unberticksichtigt bleiben, da die Anzahl
ihrer komplementaren Sequenzen fir die Nested-PCR-Primer stark vermindert ist,
und sie somit nicht mehr als Matrize verwendet werden. Die Spezifitat fir die
Zielsequenz wird hierdurch um ein Vielfaches erhéht [39, 79].

3.7.3 Prinzip der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-
Analyse - RFLP

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die an spezifischen Erkennungs-
sequenzen die jeweilige DNA spalten. Das nach Durchfiihrung einer PCR gewon-
nene Amplifikat wird mit einem entsprechenden Restriktionsenzym versetzt und nach
einer bestimmten Inkubationszeit mittels elektrophoretischer Auftrennung analysiert
[82].

3.74 Prinzip der Agarose-Gel-Elektrophorese

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um eine analytische Methode, welche es
ermoglicht, Molekille voneinander zu trennen. Die zu trennenden Molekille wandern
unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes durch ein Gel, welches in einer
ionischen Pufferlésung liegt. Die Wanderungsgeschwindigkeit v ist dabei proportional
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der Feldstarke E und der lonenladung Q und umgekehrt proportional dem Teilchen-
radius r und der Viskositat n der Suspension: v = QW /6mm.

Agarose-Gele sind relativ groBporig und eignen sich gut zur Trennung von DNA.
Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen wandern DNA-Fragmente im
elektrischen Feld zur Anode. Die MolekllgréBe, die Form der Molekile, die Poren-
gréBe des Gels sowie die angelegte Spannung bestimmen die Wanderungs-
geschwindigkeit. Kleine DNA-Fragmente wandern weiter als groBe DNA-Fragmente.
Gleiche Molekile laufen in diskreten Zonen, den Banden. Durch Vergleich mit
Banden von Molekilen bekannter GroBe lasst sich die GréBe der untersuchten
Molekile bestimmen.

3.7.5 Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion - PCR

Samtliche PCR wurden mit dem DNA-Thermocycler Gene-Amp PCR System 9600
der Fa. Perkin EImer® durchgefiihrt. Basierend auf der publizierten Gplba-Gen
Sequenz [110] wurden die Gplba-spezifischen Primer (s. Tab. 3, S. 28 und Tab. 6, S.
29) konstruiert. 5 pl genomische DNA (400-600 ng) wurden zusammen mit 5 pl
Gene-Amp 10x PCR-Puffer (10mM Tris-HCI (pH8,3); 50 mM KCI; 1,5 mM MgCly;
0,01 mg/ml Gelatine), 8 ul dNTP (Desoxyribonukleosid-Triphosphate dATP, dGTP,
dCTP, dTTP; je 200 umol/l), 5 pl Vorwartsprimer, Primer #1 (3369-ATAGATCC-
AGGGTCCCCAGCACT-3347; 5mM), 5 pl Ruckwartsprimer, Primer #2 (2761-GAGA-
GAAGGACGGAGTCGAG-2780; 5mM), 0,6 pl Tag-Gold-Polymerase (1U / 50 pl) und
Aqua bidest. ad 50 ul angesetzt. Als Negativ-Kontrolle wurden 50 ul destilliertes,
autoklaviertes Wasser verwendet (s. Tab. 2, S. 28). Nach initialer Denaturierung der
doppelstrangigen DNA bei 95°C fir 10 Minuten erfolgte die Amplifikationsphase mit
25 Zyklen Denaturierung bei 95°C fiir 1 Minute, Annealing bei 62°C fir 1 Minute und
Elongation bei 72°C fir 1 Minute. Nach Ablauf der 25 Zyklen folgte eine ab-
schlieBende Elongation bei 72°C fir 10 Minuten, um alle Strange bis zum Ende zu
synthetisieren. Nach Abschluss der PCR wurde ein Produkt der Lange 608 bp (bp:
Basenpaare) erhalten. AnschlieBend wurde die Probe auf 4°C abgekunhlt (s. Tab. 4,
S. 28). 1 ul des so erzeugten Amplifikats wurde dann in einem zweiten PCR-Lauf, im
Sinne einer Nested-PCR, amplifiziert. Anstelle des Primer #1 wurde nun der Primer
#3 (3218-GGTTGTGTCTTTCGGCAGG-3200; 5 mM) verwendet. Der Primer #2

sowie die UObrigen Reagenzien des ersten PCR-Ansatzes wurden in gleicher
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Konzentration und gleichem Volumen eingesetzt. Das Volumen des Aqua bidest.
wurde entsprechend angepasst (s. Tab. 5, S. 29). Nach initialer Denaturierung der
doppelstrangigen DNA bei 95°C fir 10 Minuten erfolgte die Amplifikationsphase
innerhalb von 32 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fiir 1 Minute, Annealing bei 60°C
fir 1 Minute und Elongation bei 72°C fir 1 Minute. Nach Ablauf der 32 Zyklen und
der abschlieBenden Elongation bei 72°C fir 10 Minuten wurde die Probe auf 4°C
abgekuhlt (s. Tab. 7, S. 29). Durch die zweistufige PCR erhielt man ein PCR-Produkt
mit einer Lange von 457 bp. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei einer
Temperatur von —20°C.

Tab. 2: Nested-PCR: PCR - Reaktionsansatz |
5 pl Gene-Amp 10x PCR-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH8,3),

50 mM KClI,

1,5 mM MgCly,

0,01 mg/ml Gelatine
8 ul dNTP dATP, dGTP, dCTP, dTTP, je 200 umol/l
5 ul Primer #1 0,3 umol/l
5 ul Primer #2 0,3 pumol/l
0,6 pl Tag-Gold Polymerase 1 U/50 pl
5 pl genomische DNA 400-600 ng
21,4 pl Aqua bidest.
Nested-PCR Negativkontrolle 5 ul destilliertes, autoklaviertes Wasser
Tab. 3: Nukleotidsequenzen der Primer des PCR - Reaktionsansatz |
Primer #1 57-3369-ATAGATCCAGGGTCCCCAGCACT-3347-3°
Primer #2 5-2761-GAGAGAAGGACGGAGTCGAG-2780-3°
Tab. 4: Amplifikationsbedingungen Nested-PCR:

Reaktionsbedingungen fir Ansatz |

initiale Denaturierung 95°C fur 10 Minuten
Amplifikationsphase mit 25 Zyklen

Denaturierung 95°C fur 1 Minute
Annealing 62°C fur 1 Minute
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Elongation 72°C fur 1 Minute
nach Ablauf der 25 Zyklen
Polymerisationsschritt 72°C fir 10 Minuten
Abkihlung auf 4°C
Tab. 5: Nested-PCR: PCR - Reaktionsansatz Il
5 pl Gene-Amp 10x PCR-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH8,3),
50 mM KClI,
1,5 mM MgCly,
0,01 mg/ml Gelatine
8 ul dNTP dATP, dGTP, dCTP, dTTP, je 200 umol/l
5 ul Primer #2 0,3 pmol/l
5 pl Primer #3 0,3 umol/l
0,6 ul Taq Gold Polymerase 1 U/ 50 pl

1 pl PCR-Produkt aus PCR - Reaktionsansatz |
25,4 pl Aqua bidest.

Nested-PCR Negativkontrolle 5 pl destilliertes, autoklaviertes Wasser

Tab. 6: Nukleotidsequenzen der Primer des PCR - Reaktionsansatz Il

Primer #2 57-2761-GAGAGAAGGACGGAGTCGAG-2780-3°

Primer #3 5-3218-GGTTGTGTCTTTCGGCAGG-3200-3"

Tab. 7: Amplifikationsbedingungen Nested-PCR:
Reaktionsbedingungen fiir Ansatz Il

initiale Denaturierung 95°C fur 10 Minuten

Amplifikationsphase mit 32 Zyklen

Denaturierung 95°C fur 1 Minute

Annealing 60°C fur 1 Minute

Elongation 72°C fur 1 Minute

nach Ablauf der 32 Zyklen

Polymerisationsschritt 72°C far 10 Minuten

Abkuhlung auf 4°C
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3.7.6 Durchfiihrung der Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus-Analyse - RFLP

Das nach Ablauf der Nested-PCR gewonnene PCR-Produkt wurde einer RFLP-
Behandlung unterzogen. Hierflir wurde ein Aliquot von 3 pl PCR-Produkt mit 1 pl
NEB Puffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI (pH 7,4); 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 200
ng/ml BSA; 50% Glycerol), 5 yl H2O und 1 ul Restriktions-Endonuklease PpuMi
angesetzt (s. Tab. 8, S. 30) und flir 6 h bei 37°C inkubiert [1]. Die Analyse des RFLP-
Produkts erfolgte mittels Gel-Elektrophorese (s. Abb. 5, S. 32). Das Restriktions-
enzym PpuMi schneidet (Y/4) an folgenden DNA-Sequenzen: 5°-..GYG(A/T)CC..-3",
3"-..CC(A/T)G4G..-5". Das durch die Nested-PCR gewonnene Amplifikat enthalt bei
Gplba-C5)-Allelen des Gplba-T.5C-Polymorphismus zwei Schnittstellen fur die
Endonuklease PpuMi. Durch den Basenaustausch von Cytosin (C) durch Thymin (T)
(Gplba-T(5-Allel) wird eine weitere Schnittstelle geschaffen. Die Behandlung des
Amplifikats mit dem Restriktionsenzym PpuMi fuhrt damit bei den unterschiedlichen
Genotypen zu folgenden DNA-Fragmenten (s. Abb. 5, Abb. 6, S. 32): CC-Homo-
zygote: 125bp + 332bp; TT-Homozygote: 125bp + 175bp + 157bp; TC-Heterozygote:
125bp + 332bp + 125bp + 175bp + 157bp.

Tab. 8: RFLP-Ansatz
5 ul HO
3 ul PCR-Produkt aus PCR — Reaktionsansatz Il
1 ul NEB Puffer 4 50 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI (pH 7,4),
10 mM MgCly,
1 mM DTT,
pH 7,9
1 ul Restriktions-Endonuklease PpuMi
3.7.7 Durchfuhrung der Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Analyse der nach Nested-PCR und RFLP-Behandlung gewonnnenen PCR-
Produkte erfolgte mittels Elektrophorese in 3%igen Agarose-Gelen. Zunachst wurden
750 mg Agarose in 25 ml TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat; 1mM EDTA; pH 8,4) durch
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Erhitzen auf dem Magnetrihrer gelést. Nach dem Aufkochen wurden 2,5 pl Ethidium-
bromid-Lésung hinzu gegeben (2 pg/ml Ethidiumbromid). Nach Abkuhlung auf ca.
50°C wurde das Gel in einen entsprechenden Schlitten gegossen und mit einem
Kamm versehen. Nach ca. 30 Minuten war das Gel verfestigt, der Kamm wurde
entfernt und die Gelplatte in eine entsprechende mit TAE-Puffer gefillte Kammer
gelegt. Jeweils 5 pul des PCR/RFLP-Produkts wurden mit 2 ul Probenpuffer (900 pl
einer 40%igen Saccharoseldésung mit 0,25%igem Bromphenol in Aqua bidest und
100 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0) vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Als
Molekulargewichtsstandard wurde der DNA-Molekillmarker V der Fa. Boehringer®
verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte Gber 25 Minuten bei einer
Spannung von 100 Volt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die DNA-
Banden mit Hilfe eines Transluminators unter UV-Licht sichtbar gemacht und foto-
dokumentiert. Der Gplba-T5C-Polymorphismus stellte sich als homozygoter CC-
Genotyp mit 125bp, 332bp dar, als homozygoter TT-Genotyp mit 125bp, 157bp,
175bp und als heterozygoter TC-Genotyp mit den Banden 125bp, 157bp, 175bp,
332bp (s. Abb. 5, Abb. 6, S. 32).

P#2 P#1

--__
EXON 1 EXON 2
Nested PCR
457bp
I e
2761 TCCTCATG 3218
c
RFLP PpuMI
CC 125bp ' 332bp
TT  125bp ' 175bp ' 157bp

Abb. 4: Genotypisierung des Gplba-T.5)C-Genpolymorphismus

Basierend auf der Gplba-Gensequenz wurden die spezifischen Primer (P#1, P#2, P#3) konstruiert. Im
PCR-Reaktionsansatz | wurde durch den Einsatz der Primer P#1 und P#2 ein den Gplba-T5C-
Polymorphismus enthaltendes Produkt der Lange 608 bp aus dem Gplba-Gen amplifiziert. In einer

zweiten PCR mit Reaktionsansatz Il und den Primern P#2 und P#3 wurde ein Produkt der Léange 457
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bp erzeugt. Es folgte eine Restriktionsbehandlung mit der Endonuklease PpuMi. Das Gplba-T . Allel
welches an Position -5 in Bezug auf das ATG-Startercodon ein T trégt, besitzt eine Schnittstelle fur die
Endonuklease PpuMi, die sich an der Position -5 im Gplba-Cs-Allel nicht findet. Nach elekiro-
phoretischer Auftrennung finden sich fiir den homozygoten CC-Genotyp 2 Banden (125bp, 332bp), far
den homozygoten TT-Genotyp 3 Banden (125bp, 157bp, 175bp) und flr den heterozygoten TC-
Genotyp 4 Banden (125bp, 157bp, 175bp, 332bp).

N  —
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— m ‘.W:mm-- AR | R ‘

AR e ! i i L A Wb
U i

MV TT cc TC

Abb. 5: Fotographische Dokumentation des Produkts der Nested-PCR /
RFLP

Genotypen des Gplba-T5C-Polymorphismus: TT-Homozygote: 125bp + 157bp + 175bp; CC-Homo-
zygote: 125bp + 332bp; TC-Heterozygote: 125bp + 157bp + 175bp + 332bp; M V: DNA-Molekl-

marker V, Fa. Boehringer®.

ELEEER T Fabnbg

TT CcC TC

Abb. 6: VergroBerung aus Abb. 5. (s. Rahmen)

Genotypen des Gplba-TsC-Polymorphismus: TT-Homozygote: 125bp + 157bp + 175bp; CC-Homo-
zygote: 125bp + 332bp; TC-Heterozygote: 125bp + 157bp + 175bp + 332bp.
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3.7.8 DNA-Sequenzierung

Zur Validierung der Nested-PCR/RFLP-Analyseergebnisse wurde eine Nukleotid-
Sequenz-Analyse von DNA-Proben des jeweiligen Genotyps durchgeflhrt (s. Abb. 7,
S. 33). Die Sequenzierungsreaktion erfolgte mit dem Sequenzierungs-Kit der Fa.
Perkin Elmer®. Die Analyse wurde mit dem ABI PRISM™ 373 DNA Sequencer der
Fa. Applied Biosystems®, Weiterstadt, durchgefiihrt. 20 ng des Nested-PCR Produkts
wurden mit 8 pl des Terminator-Ready-Reaction-Mix (Nukleotide; DNA Polymerase
AmpliTaqg; Abbruch-Nukleotide; MgCl,) und 5 mM Primer #1 (3369-ATAGAT-
CCAGGGTCCCCAGCACT-3347) sowie Aqua bidest. ad 20 pl angesetzt. Die
Sequenzierungsreaktion bestand aus 25 Zyklen mit Denaturierung der doppel-
strangigen DNA bei 96°C fur 10 Sekunden, Annealing bei 50°C fir 5 Sekunden und
Elongation bei 60°C fir 4 Minuten. Das durch die Sequenzierungsreaktion gewon-
nene Produkt wurde mittels Natriumacetat-Prazipitation aufgereinigt. 2 pul 3 M
Natriumacetat (pH 4,6) und 55 pl absoluter Ethylalkohol wurden mit dem Ansatz
versetzt und 16 Minuten bei 15.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet nach Waschen in 75%igem Ethylalkohol und Trocknen in
der Vakuumzentrifuge (5 min, 15.000 g) in 25 ul TSR-Puffer (template-supression-
reagent) aufgenommen. Der so gewonnene Ansatz wurde bei 90°C flr 2 Minuten

denaturiert, abgekihlt und dann der Sequenzanalyse unterzogen (s. Abb. 7, S. 33).

AGGT CCT AGGCCCT G

1T CcC

Abb. 7: Nukleotid-Sequenz-Analyse von DNA-Proben der drei Genotypen
des Gplba-T.5C-Genpolymorphismus
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3.8 Definition von Risiko-Gruppen

Die Studienpopulation wurde aufgrund der ermittelten Parameter der etablierten
Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit in Risikogruppen unterteilt. Die
Mittelwerte oder Mediane der Serumkonzentrationen von Cholesterin, Triglyceriden,
Fibrinogen, ApoA-lI, ApoB, Lp(a), ApoA-l/ApoB-Ratio, Gensini-Score, Alter, BMI,
Vorliegen oder Fehlen von Diabetes und/oder arterieller Hypertension sowie die
Anzahl der Pack-years bestimmten die Einteilung in Hoch- oder Niedrigrisiko-
Gruppen.

3.9 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mittels SPSS® Inc. Version
9.0, Fa. SPSS Inc.®. Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde auf eine Abweichung der
Genotypverteilung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht getestet. Um die etablierten
Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit zwischen den T5C-Genotypen
vergleichen zu kdnnen, wurde das Verhéltnis des Gplba-TsC-Polymorphismus zu
den kontinuierlichen Parametern mittels des Kruksal-Wallis 1-Way Anova Test
errechnet und das Verhaltnis zu Diabetes mellitus und arterieller Hypertension mittels
des Chi-Quadrat-Tests bestimmt. Risikofaktoren der KHK und des Myokardinfarkt
wurden durch eine multiple Regressionsanalyse (Schweregrad der KHK) bzw. eine
multiple logistische Regression (Vorliegen/Fehlen von KHK/MI) ermittelt. Die
Beziehung zwischen dem Gplba-T5C-Polymorphismus und dem Schweregrad der
KHK wurde mittels multipler Regressionsanalysen unter Berlcksichtigung der
koronaren Risikofaktoren untersucht. Odds-Ratios mit 95%-Konfidenzintervallen zur
Abschatzung des relativen Risikos von KHK und MI sowie zweiseitige Wahr-
scheinlichkeitswerte wurden durch multiple logistische Regression nach Anpassung
fir die nachgewiesenen KHK-Risikofaktoren berechnet. Ein zweiseitiger p-Wert
kleiner als 0,05 (p < 0,05) wurde als signifikant angesehen. Die Analysen basierten
auf dem Modell der rezessiven, kodominanten und dominanten Vererbung.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Die untersuchte Gesamtpopulation (n = 3015) setzte sich aus den koronarangio-
graphierten Patienten der Klinikpopulation (n = 2492) und den Herzgesunden der
Kontrollgruppe (n = 523) zusammen. Der Altersgipfel lag zwischen dem 61. und 70.
Lebensjahr (s. Abb. 8, S. 35).
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Abb. 8: Anzahl der Probanden der Gesamtpopulation in den jeweiligen
Altersgruppen

Anzahl der Probanden in absoluten Zahlen, Alterskategorien in Jahren.

Die herzgesunden Probanden (Kontrollgruppe, n = 523) und KHK-Patienten (n =
1918) wurden miteinander verglichen. Als KHK Patienten wurden Patienten mit 1-, 2-
oder 3-GefaBerkrankung definiert. Koronarangiographierte Patienten mit 0-GefaB-
erkrankung haben definitionsgemaB keine KHK (Stenose < 50%), sind aber aufgrund
einer spezifischen thorakalen Symptomatik mit Indikation zur Koronarangiographie
nicht als Herzgesunde anzusehen. Durch den Ausschluss der Patienten mit Null-
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GefaBerkrankung wurde gewéhrleistet, dass nur Herzgesunde mit KHK-Patienten

verglichen wurden.
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Abb. 9: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen mit oder
ohne KHK

Studienpopulation: Population aus Herzgesunden (Kontrollgruppe) und KHK-Patienten (1-, 2-, 3-
GefaBerkrankung; ohne O-GeféBerkrankung). Anzahl der Probanden in absoluten Zahlen, Alters-

kategorien in Jahren. Abklrzungen: KHK = Koronare Herzkrankheit.

Tab. 9: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen mit oder
ohne KHK
Alter in
Kategorien KHK - KHK + Gesamt

21-30 1 1
31-40 22 30 52
41-50 168 166 334
51-60 183 551 734
61-70 109 763 872
71-80 35 380 415
81-90 6 27 33
Gesamt 523 1918 2441

Studienpopulation: Population aus Herzgesunden (Kontrollgruppe) und KHK-Patienten (1-, 2-, 3-

GefaBerkrankung, ohne O-GefaBerkrankung). Anzahl der Probanden in absoluten Zahlen, Alters-



37

kategorien in Jahren. Abkurzungen: KHK = Koronare Herzkrankheit; KHK - = Kontrollgruppe; KHK + =
KHK-Patienten.

Die Klinikpopulation (n = 2492) wurde entsprechend den Koronarangiographie-
befunden in vier Gruppen aufgeteilt: Gruppe |: Patienten ohne so genannte
signifikante Koronare GeféBerkrankung (0-GeféaBerkrankung) mit radiologisch nicht
nachweisbaren Stenosen oder Koronarstenosen < 50% (n = 574), Gruppe I
EingeféBerkrankung (n = 512), Gruppe lll: ZweigefaBerkrankung (n = 538), Gruppe
IV: DreigefaBerkrankung (n = 868) mit Koronarstenosen = 50% an allen drei
GefaBhauptstammen des Herzkranzsystems (RCA, LCA, CX). Das Durchschnitts-
alter der Patienten ohne signifikante GefaBerkrankung lag bei 58,5 = 11,0 Jahren, bei
Patienten mit 1-GefaBerkrankung bei 60,9 + 9,7 Jahren, bei Patienten mit 2-
GefaBerkrankung sowie 3-GefaBerkrankung bei 62,5 + 9,6 Jahren bzw. 63,9 * 8,6
Jahren. In den Abb. 9 (S. 36) und 10 (S. 37), sowie den Tab. 9 (S. 36) und 10 (S. 38)
wird die Anzahl der Probanden der Studienpopulation aus Herzgesunden (Kontroll-
gruppe) und KHK-Patienten in den jeweiligen Altersgruppen in Abhangigkeit vom
GeféaBstatus dargestellt. Man erkennt, dass der relative Anteil an Patienten mit KHK

mit steigendem Alter zunahm.
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Abb. 10: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen in
Abhéangigkeit vom GefaBstatus

Studienpopulation: Population aus Herzgesunden (Kontrollgruppe) und KHK-Patienten (1-, 2-, 3-
GefaBerkrankung, ohne O-GefaBerkrankung). Anzahl der Probanden in absoluten Zahlen, Alters-
kategorien in Jahren. Abkirzungen: KHK = Koronare Herzkrankheit; HG = Herzgesund; 1-GE =
EingefaBerkrankung; 2-GE = ZweigeféBerkrankung; 3-GE = DreigeféBerkrankung.

Tab. 10: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen in
Abhangigkeit vom GefaBstatus
Alter in
Kategorien Herzgesund 1-GE 2-GE 3-GE Gesamt

21-30 1 1
31-40 22 15 11 4 52
41-50 168 50 51 65 334
51-60 183 184 147 220 734
61-70 109 181 216 366 872
71-80 35 72 105 203 415
81-90 6 9 8 10 33

Gesamt 523 512 538 868 2441

Studienpopulation: Population aus Herzgesunden (Kontrollgruppe) und KHK-Patienten (1-, 2-, 3-
Gefasserkrankung, ohne O-GeféBerkrankung); Anzahl der Probanden in absoluten Zahlen, Alters-
kategorien in Jahren. Abklrzungen: 1-GE = Eingefésserkrankung; 2-GE = Zweigefésserkrankung; 3-
GE = Dreigefésserkrankung

Zusatzlich wurde die Gesamtpopulation (n = 3015) in Patienten mit abgelaufenem
Myokardinfarkt (n = 1180) und herzgesunde Probanden (Kontrollgruppe, n = 523)
aufgeteilt. Das mittlere Alter der Myokardinfarktpatienten lag bei 62,2 £ 9,6 Jahren,
das mittlere Alter der Herzgesunden bei 55,2 + 10,2 Jahren. Auch fir den Myokard-
infarkt zeigte sich eine deutliche Altersabhangigkeit. Der relative Anteil der Patienten
mit Herzinfarkt stieg, analog zum altersabhdngigen Anstieg der KHK, mit
zunehmenden Alter deutlich an (s. Abb. 11 und Tab 11, S. 39).
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Abb. 11: Anzahl der Probanden in der jeweiligen Altersgruppe mit oder
ohne Myokardinfarkt

Vergleich zwischen Herzgesunden (Kontrollgruppe) und Myokardinfarktpatienten. Anzahl der

Probanden in absoluten Zahlen, Alterskategorien in Jahren. Abklrzungen: HI = Herzinfarkt.

Tab.11:  Anzahl der Probanden in der jeweiligen Altersgruppe mit oder
ohne Myokardinfarkt

Alter in
Kategorien MI - MI + Gesamt

21-30 2 2
31-40 22 24 46
41-50 168 112 280
51-60 183 351 534
61-70 109 450 559
71-80 35 229 264
81-90 6 12 18

Gesamt 523 1180 1703

Vergleich zwischen Herzgesunden (Kontrollgruppe) und Myokardinfarktpatienten. Anzahl der
Probanden in absoluten Zahlen, Alterskategorien in Jahren. Abkirzungen: Ml - = kein Myokardinfarkt

MI + = abgelaufener Myokardinfarkt.
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Der allgemein anerkannte Zusammenhang zwischen Koronarer Herzkrankheit und
Myokardinfarkt konnte auch in der vorliegenden Studienpopulation nachgewiesen
werden (p < 0,0001). In der Gruppe der Patienten mit 0-GefaBerkrankung (n = 574)
fanden sich lediglich 87 Patienten mit abgelaufenem Myokardinfarkt. Innerhalb der
Gruppe der KHK-Patienten (n = 1918) lag der Anteil der Herzinfarktpatienten
dagegen bei 1093 (s. Abb. 12, S. 40 und Tab. 12, S. 41). Die gleiche ausgepragte
Korrelation (p < 0,0001) wurde auch nach Aufteilung der Gruppe der KHK-Patienten
in Patienten mit Ein-, Zwei- und DreigefaBerkrankung beobachtet (s. Abb. 13, S 41
und Tab. 13, S. 42). Der deutliche Zusammenhang zwischen der Koronaren Herz-
krankheit und dem Myokardinfarkt zeigte sich auch dann, (1) wenn an Stelle der
Patienten ohne signifikante Stenosen (0-GeféaBerkrankung) die Herzgesunden als
Kontrollgruppe gewahlt wurde, oder (2) wenn die Herzgesunden und Patienten ohne
signifikante KHK zu einer Kontrollgruppe zusammengefasst wurden (jeweils p <
0,0001; Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 12: Korrelation zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Die statistische Beziehung zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt wurde in der Klinik-

patientenpopulation untersucht (n = 2492), die zur koronarangiographischen Diagnostik stationar auf-
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genommen wurden. KoronargefdBe ab einem Stenosierungsgrad von = 50% wurden als erkrankt

definiert. Die Diagnose des Herzinfarktes erfolgte nach WHO-Kriterien. Abkirzungen: KHK = Koronare
Herzkrankheit; HI = Herzinfarkt.

Tab. 12: Korrelation zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt

MI - MI + Gesamt
KHK - 487 87 574
KHK + 825 1093 1918
Gesamt 1312 1180 2492

In der Tabelle werden die in Abb. 11 dargestellten Daten in tabellarischer Form zusammengefasst.
Abkirzungen: KHK - = Kontrollgruppe; KHK + = KHK-Patienten; Ml - = kein Myokardinfarkt; MI + =
abgelaufener Myokardinfarkt.

Anzahl der Probanden
g
|

HI
FA resln

4.

I-GE

KHK Schweregrad

Abb. 13: Korrelation zwischen KHK-Schweregrad und Myokardinfarkt

Die Population setzte sich aus 2492 Patienten zusammen, die zur Durchfihrung einer
Koronarangiographie stationar aufgenommen wurden. KoronargefédBe ab einem Stenosierungsgrad
250 % wurden als erkrankt definiert und je nach Lokalisation der Stenosen in Ein- oder
MehrgefaBerkrankung eingeteilt. Die Diagnose des Herzinfarktes erfolgte nach WHO-Kriterien.
Abkulrzungen: KHK = Koronare Herzkrankheit; 0-GE = Patienten ohne sichtbare Stenosen oder mit
Koronarstenosen < 50%; 1-GE = EingefaBerkrankung; 2-GE = ZweigefdBerkrankung; 3-GE =
DreigeféaBerkrankung.
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Tab. 13: Korrelation zwischen KHK-Schweregrad und Myokardinfarkt

Ml - MI + Gesamt
KHK 0-GE 487 87 574
KHK 1-GE 263 249 512
KHK 2-GE 239 299 538
KHK 3-GE 323 545 868
Gesamt 1312 1180 2492

In der Tabelle werden die in Abb. 13 dargestellten Daten in tabellarischer Form zusammengefasst.
Abkirzungen: KHK = Koronare Herzkrankheit; 0-GE = Patienten mit Koronarstenosen < 50%; 1-GE =
EingeféBerkrankung; 2-GE = ZweigeféBerkrankung; 3-GE = DreigefédBerkrankung. Ml - = kein Myo-
kardinfarkt; Ml + = abgelaufener Myokardinfarkt.

In der Gruppe der koronarangiographierten Patienten mit NullgefaBerkrankung (n =
574) fanden sich 87 Patienten mit abgelaufenem Myokardinfarkt (s. Abb. 13, S. 41
und Tab. 13, S. 42). Diesbezliglich ist noch einmal darauf hinzuweisen, dass
Patienten mit NullgefaBerkrankung zwar definitionsgemal nicht an einer Koronaren
Herzkrankheit leiden, aber aufgrund einer abgelaufenen thorakalen Symptomatik mit
Indikation zur Koronarangiographie nicht mit den Herzgesunden der Kontrollgruppe
gleichzusetzen sind. Koronarangiographisch zeigten sich bei den Patienten mit 0-
GefaBerkrankung Koronarstenosen mit < 50% Lumeneinengung. Eine Lumen-
einengung < 50% gilt zwar noch nicht als signifikante Stenose (Stenosegrad = 50%),
jedoch besteht trotzdem die Méglichkeit einer Plaqueruptur mit anschlieBender
Thrombusbildung und Koronararterienverschluss. Weitere mégliche Ursachen fir die
Ausbildung eines Myokardinfarkts sind z.B. die Panarteritis nodosa oder die Mikro-
angiopathie (,small-vessel-disease®), welche bevorzugt die intramuralen Koronar-
arterien betrifft und insbesondere bei gleichzeitig vorliegender Myokardhypertrophie
zu einer Myokardinnenschichtischamie fihren kann

4.2 Schweregradeinteilung der Koronaren Herzkrankheit
mittels Gensini-Score

Im Folgenden wurde der Gensini-Score der Klinikpopulation in Abh&ngigkeit von
dem Vorliegen (1-GE, 2-GE, 3GE) oder Fehlen (0-GE) der koronaren Herz-
erkrankung untersucht. Da die Berechnung des Gensini-Scores einen koronar-
angiographischen Befund voraussetzt, konnten die Korrelationsanalysen zwischen
dem Gensini-Score und der KHK bzw. dem Myokardinfarkt ausschlieBlich mit der
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Klinikpopulation durchgefihrt werden. Entsprechend dem Nachweis bzw. dem
Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit fand sich ein signifikanter Anstieg des
Gensini-Score (p < 0,0001) (s. Abb. 14, S. 43, Abb. 15, S. 44, Abb. 16, S. 45 und Tab

14, S. 43, Tab. 15, S. 44).

Tab. 14: Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit von der
KHK
Mittelwert n Standardabweichung | Standardfehler des Mittelwertes
KHK - 5,127 574 5,8224 0,2430
KHK + 61,776 1918 44,573 1,0178
Gesamt 48,728 2492 45,89 0,9193

In der Tabelle werden die Gensini-Scores zwischen den koronarangiographierten Patienten ohne KHK
(Koronarstenose < 50%) und KHK-Patienten untersucht. Abkirzungen: KHK - = Patienten ohne KHK,
NullgefaBerkrankung; KHK + = KHK-Patienten; n = Anzahl.

0

Gensini Score

KHK {jainein)

Abb. 14: Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit von der

KHK

Graphische Darstellung der Mittelwerte der Gensini-Scores * Standardfehler zwischen den Patienten
ohne signifikante KHK (,KHK nein“) und KHK-Patienten (,KHK ja“). Abkirzungen: KHK = Koronare
Herzkrankheit.
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Sensini Score

KHEK (jainein)

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit von der

KHK

Graphische Darstellung als Boxplot. Der Median des Gensini-Scores wurde als Querstrich im hellgrau

unterlegten Kasten dargestellt. Die 25%- und 75%-Perzentile bilden den unteren und oberen Rand

des grauen Kastens. AusreiBer und Extremwerte wurden nicht dargestellt. Abkirzungen: KHK =

Koronare Herzkrankheit.

Tab. 15: Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Schweregrad der KHK
Mittelwert n Standardabweichung | Standardfehler des Mittelwertes
0-GE 5,127 574 5,8224 0,2430
1-GE 29,295 512 19,7238 0,8717
2-GE 49,599 538 29,6871 1,2799
3-GE 88,484 868 46,7816 1,5879
Gesamt 48,728 2492 45,8900 0,9193

Tabellarische Zusammenfassung der Mittelwerte der Gensini-Scores £+ Standardabweichung bzw.

Standardfehler. Abkirzungen: 0-GE = NullgeféaBerkrankung; 1-GE = EingeféBerkrankung; 2-GE =

ZweigefaBerkrankung; 3-GE = DreigefaBerkrankung; n = Anzahl.



45

10
"""""""""""""""" &
0
T an
]
T
m ______________________ = = = = = = e m = = m o= o= o= -
‘= il
5 _______________________________________
=
[ ] lx]
L 1
------------- e
om0
- -:l-:\:& -------------------------------
l:' T T T T
HGE IHGE =GE +HaE
KHK Schweregrad

Abb. 16: Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Schweregrad der KHK

Graphische Darstellung der Mittelwerte der Gensini-Scores + Standardfehler. Abkirzungen: KHK =
Koronare Herzkrankheit; 0-GE = NullgeféaBerkrankung; 1-GE = EingeféBerkrankung; 2-GE = Zwei-
geféBerkrankung; 3-GE = DreigeféaBerkrankung.

Nicht nur zwischen dem KHK-Risiko und dem Gensini-Score, sondern auch
zwischen dem KHK-Schweregrad und dem Gensini-Score zeigte sich eine
signifikante Korrelation (p < 0,0001). Dieser Zusammenhang wurde bei Darstellung
der Mittelwerte des Gensini-Scores in tabellarischer Form (s. Tab. 15, S. 44) und
graphischer Darstellung (s. Abb. 16, S. 45) sowie des Medians im Box Plot (s. Abb.
17, S. 46) deutlich.
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Abb. 17: Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Schweregrad der KHK

Graphische Darstellung als Boxplot. Der Median in den jeweiligen Gruppen wurde als Querstrich im
hellgrau unterlegten Kasten dargestellt. Die 25- und 75 % Perzentile bilden den unteren und oberen
Rand des grauen Kastens. AusreiBer und Extremwerte wurden nicht dargestellt. Abkirzungen: KHK =
Koronare Herzkrankheit; 0-GE = NullgeféaBerkrankung; 1-GE = EingeféBerkrankung; 2-GE = Zwei-
gefaBerkrankung; 3-GE = DreigeféBerkrankung.

Ermittelte man den Gensini-Score in Abhangigkeit vom Myokardinfarkt, so fand
sich ein Anstieg des GS-Mittelwertes in der Gruppe der Infarktpatienten im Vergleich
zu den Patienten ohne Myokardinfarkt (s. Abb. 18, Abb. 19, S. 47 und Tab. 16, S.
46). Dies entsprach dem steigenden Mittelwert des GS mit Zunahme des Schwere-
grades der KHK und der damit verbunden Zunahme des Anteils der Myokard-
infarktpatienten (s.o.).

Tab. 16: Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom

Myokardinfarkt
Mittelwert n Standardabweichung | Standardfehler des Mittelwertes
MI - 34,974 1312 39,2467 1,0835
MI + 64,020 1180 47,8754 1,3937
Gesamt 48,728 2492 45,8900 0,9193




Tabellarische Darstellung der Mittelwerte der Gensini-Scores + Standardabweichung bzw.
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+

Standardfehler bei den Gruppen von Patienten ohne Myokardinfarkt und Patienten mit Myokardinfarkt.

Abkirzungen: Ml - = kein Myokardinfarkt; Ml + = abgelaufener Myokardinfarkt; n = Anzahl.

Abb. 18:

nsinl Score

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom

HI {jainein)

Myokardinfarkt

Graphische Darstellung der Mittelwerte der Gensini-Scores + Standardfehler in Abh&ngigkeit vom

Herzinfarkt. Abklrzungen: HI = Herzinfarkt.

Abb. 19:

Zensini Score

00

HI {jafnein)

Gensini-Score in der Klinikpopulation in Abhangigkeit vom
Myokardinfarkt
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Graphische Darstellung als Boxplot. Die Population konnte unterteilt werden in Probanden ohne
Myokardinfarkt (n = 1312) und in Patienten mit mindestens einem Herzinfarkt (n = 1180). Der Median
des Gensini-Scores in beiden Gruppen wurde als Linie im grau unterlegten Kasten dargestellt. Die 25-
und 75 % Perzentile bilden den unteren und oberen Rand des grauen Kastens. AusreiBer und Extrem-

werte wurden nicht dargestellt. Abkirzungen: HI = Herzinfarkt.

4.3 Verteilung der Risikofaktoren der Koronaren Herz-
krankheit und des Myokardinfarkts

Tab. 17: Verteilung der Risikofaktoren in der Klinikpopulation
Risikofaktoren -KHK™" -KHK® +KHK 2pt" 2p®
(n = 523) (n = 574) (n =1918)
Alter (Jahre) 55,2 + 10,2 58,5+ 11,0 62,7+9,3 0,00001 0,00001
BMI (kg/m2) 26,3 +3,3 271+37 26,9 +3,4 n.s. n.s.
Pack-years 16,0 + 28 19,0 + 24 23.3+27 0,0028 0,035
% Diabetes 7 12 21 0,0004 0,00001
% art. Hypertonus 16 54 65 0,00001 0,00001
Chol (mg/dl) 212 +43 206 + 44 210 +42 n.s. n.s.
Trig (mg/dl) 140 + 53 143 + 92 155 + 92 n.s. n.s.
ApoA-l (g/l) 1,47 +0,25 1,47 + 0,31 1,42 + 0,30 0,0001 0,00001
ApoB (g/l) 1,11+025 | 1,21 +0,31 1,29+0,34 | 0,00001 | 0,00001
ApoA-I/ApoB 1,39 + 0,43 1,29 + 0,46 1,18+ 0,44 | 0,00001 0,00001
Lp(a) (mg/l) 19+ 25 21 +29 30 + 38 0,00001 0,00001

Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung bzw. prozentuale Anteile. Die
Beziehung zwischen den Risikofaktoren und der KHK wurden mittels multipler logistischer Regression
ermittelt. Abklrzungen: n.s. = nicht signifikant; BMI = Body Mass Index; Chol = Gesamtcholesterin;
Trig = Triglyceride; Apo = Apolipoprotein; -KHK" = Herzgesunde (Kontroligruppe); +KHK = KHK-
Patienten; -KHK® = koronarangiographierte Patienten ohne signifikante KHK (< 50% Stenose); 2p"",
zweiseitige p-Werte fir den statistischen Vergleich zwischen KHK-Patienten (+KHK) versus Herz-
gesunde (-KHK™); 2p®, zweiseitige p-Werte fiir den statistischen Vergleich zwischen KHK-Patienten

(+KHK) versus koronarangiographiete Patienten ohne KHK (-KHK(Z)).

Im statistischen Vergleich zwischen KHK-Patienten (+KHK, n = 1918) versus Herz-
gesunde (-KHK™, Kontrollgruppe, n = 523) zeigten sich der Zigarettenkonsum (Pack-
years, p = 0,0028), Diabetes mellitus (p = 0,0004), arterieller Hypertonus (p =
0,00001), erniedrigte ApoA-lI Konzentrationen (p = 0,0001), erhdhte ApoB
Konzentrationen (p = 0,00001), ein erniedrigter ApoA-I/ApoB Quotient (p = 0,00001)
und ein erhdhtes Lp(a) (p = 0,00001) als Risikofaktoren fir die Koronare
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Herzkrankheit. Hohe ApoA-I Konzentrationen und eine hoher ApoA-1/ApoB Quotient
wiesen sich als protektive Faktoren aus. Der Body Mass Index (BMI), die Gesamt-
cholesterinkonzentration und die Triglyceridkonzentration zeigten sich nicht als
signifikante KHK-Risikofaktoren. (s. Tab. 17, S. 48).

Im Vergleich zwischen KHK-Patienten (+KHK, n = 1918) versus koronarangio-
graphierte Patienten ohne KHK (-KHK®, Koronarstenosen <50%, n = 574) fanden
sich der Zigarettenkonsum (Pack-years, p = 0,035), Diabetes mellitus (p = 0,00001),
arterieller Hypertonus (p = 0,00001), erhdéhtes ApoB (p = 0,00001), ein erniedrigter
ApoA-I/ApoB Quotient (p = 0,00001) und eine erhdhtes Lp(a) (p = 0,00001) als
Risikofaktoren flr die Koronare Herzkrankheit. Hohe ApoA-1 Konzentrationen (p =
0,00001) und eine hoher ApoA-I/ApoB Quotient wiesen sich wiederum als protektive
Faktoren aus. Der Body Mass Index (BMI), die Gesamtcholesterinkonzentration und
die Triglyceridkonzentration zeigten sich nicht als signifikante KHK-Risikofaktoren (s.
Tab. 17, S. 48).

Durch Unterteilung der KHK-Patienten nach KHK-Schweregraden (Null-, Ein-,
Zwei-, DreigefaBerkrankung) wurde der statistische Vergleich von KHK-Patienten
(+KHK) versus Herzgesunden (-KHK™") weiter spezifiziert. Auch hier fanden sich der
Zigarettenkonsum (p'" = 0,018), Diabetes mellitus (p = 0,0001), arterieller Hypertonus
(p = 0,0001), ein erhdhtes Lp(a) (p = 0,0001) und ApoB (p = 0,0001) als Risiko-
faktoren, ApoA-I (p = 0,0001) und eine hohe ApoA-l/ApoB Ratio (p = 0,0001) als
BMI, und die Tri-
glyceridkonzentration zeigten sich wiederum keine signifikanten Unterschiede (s.
Tab.18. S. 49).

protektive Faktoren. FUr den das Gesamtcholesterin

Tab. 18: Verteilung der Risikofaktoren nach KHK-Schweregraden
Risikofaktoren  _KHK" -KHK?/0-GE +KHK®/1-GE +KHK®/2-GE +KHK?/3-GE 2p
(n =523) (n =574) (n=512) (n = 538) (n = 868)

Alter (Jahre) | 552 +102| 585+11,0 60,9 + 9,7 62,5 + 9,6 63,9+8,6 |<0,0001
BMI (kg/m2) 26,3+3,3 | 271+37 27,0+35 26,9 +3,6 26,9 + 3,1 n.s.
Pack-years 16 + 28 15 + 21 25 + 28 23+27 23+26 0,018
% Diabetes 7 12 13 22 24 < 0,0001
% art. Hypert. 16 54 63 65 67 < 0,0001
Chol. (mg/dI) 212 + 43 206 + 44 206 + 44 210 + 43 213+ 43 n.s.
Trig. (mg/dl) 140 + 53 142 + 92 153 + 94 156 + 95 155 + 89 n.s.
ApoAl (g/l) 1,47 +£0,25 | 1,47 +0,31 1,43 + 0,29 1,43 + 0,29 1,41 +0,31 | <0,0001
ApoB (g/1) 1,11+0,25| 1,21 +0,31 1,23+ 0,33 1,28 + 0,34 1,32+0,34 | <0,0001
Lp(a) (mg/l) 20+ 25 21 +29 29 + 36 31 +38 31 +39 < 0,0001
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Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung bzw. prozentuale Anteile. Die
Beziehung zwischen den Risikofaktoren und den KHK-Schweregraden wurden mittels multipler
logistischer Regression ermittelt. Abklirzungen: n.s. = nicht signifikant; BMI = Body Mass Index; Chol
= Gesamtcholesterin; Trig = Triglyceride; Apo = Apolipoprotein; -KHK" = Herzgesunde (Kontroll-
gruppe); -KHK® / 0-GE = koronarangiographierte Patienten ohne KHK (KHK-NullgefaBerkrankung);
+KHK® / 1-GE = Patienten mit KHK-EingefaBerkrankung; +KHK® / 2-GE = Patienten mit KHK-
ZweigeféBerkrankung; +KHK®/ 3-GE = Patienten mit KHK-DreigefaBerkrankung; 2p = zweiseitige p-
Werte flir den statistischen Vergleich von Herzgesunden (-KHK“)) versus koronarangiographierte
Patienten ohne KHK (-KHK® / 0-GE), mit KHK-EingefaBerkrankung (+KHK® / 1-GE), mit KHK-Zwei-
gefaBerkrankung (+KHK® / 2-GE), mit KHK-DreigefaBerkrankung (+KHK®/ 3-GE).

Tab. 19: Verteilung der Risikofaktoren des Myokardinfarkts
Risikofaktoren M M@ +MI 2p™" 2p®
(n =523) (n=1312) (n =1180)
Alter (Jahre) 55,2 + 10,2 62,2+ 9,6 62,2+ 9,6 0,00001 0,0022
BMI (kg/m2) 26,3 +3,3 27,0+3,5 26,9 + 3,4 n.s. n. s.
Pack-years 16,0 + 28 19,9 + 25 25,0 + 27 0,0008 0,0311
% Diabetes 7 17 20 0,0001 n. s.
% art. Hypertonus 16 63 61 0,00001 n. s.
Chol (mg/dl) 212+43 210 + 43 207 + 43 n.s. n. s.
Trig (mg/dl) 140 + 53 151 + 96 154 + 87 n.s. n.s.
ApoA-I (g/l) 1,47+0,25 | 1,46+029 | 1,41+030 | 0,00001 0,0002
ApoB (g/l) 1,11+025 | 1,26+0,33 | 1,28+0,34 | 0,00001 0,0394
ApoA-I/ApoB 1,39+0,43 | 1,22+0,41 1,18 +0,49 | 0,00001 0,0180
Lp(a) (mg/l) 19 +25 27 +37 30 + 36 0,00001 0,0585

Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung bzw. prozentuale Anteile. Die
Beziehung zwischen den Risikofaktoren und dem Myokardinfarkt wurden mittels multipler logistischer
Regression ermittelt. Abkirzungen: n.s. = nicht signifikant; BMI = Body Mass Index; Chol =
Gesamtcholesterin; Trig = Triglyceride; Apo = Apolipoprotein; MM = Herzgesunde (Kontrollgruppe);
+MI = Mpyokardinfarktpatienten; -MI@), koronarangiographierte Patienten ohne Myokardinfarkt; 2p(1),
zweiseitige p-Werte fir den statistischen Vergleich zwischen Myokardinfarkt-Patienten (+MI) versus
Herzgesunde (-MI"); 2p® zweiseitige p-Werte fir den statistischen Vergleich zwischen Myokard-

infarkt-Patienten (+MIl) versus koronarangiograohierte Patienten ohne Myokardinfarkt (-Ml(z)).

Im statistischen Vergleich zwischen Myokardinfarkt-Patienten (+MIl, n = 1180)
versus Herzgesunde (-MI™V, Kontrollgruppe, n = 523) zeigten sich der Zigaretten-
konsum (Pack-years, p = 0,0008), Diabetes mellitus (p = 0,0001), arterieller Hyper-
tonus (p = 0,00001), erniedrigte ApoA-I Konzentrationen (p = 0,00001), erhéhte ApoB
Konzentrationen (p = 0,00001), ein erniedrigter ApoA-I/ApoB Quotient (p = 0,00001)
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und eine erhdhte Lp(a) Konzentration (p = 0,00001) als Risikofaktoren flir den
Myokardinfarkt. Hohe ApoA-lI Konzentrationen und ein hoher ApoA-1/ApoB Quotient
wiesen sich als protektive Faktoren aus. Der Body Mass Index (BMI), die Gesamt-
cholesterinkonzentration und die Triglyceridkonzentration zeigten sich nicht als
signifikante Risikofaktoren fiir den Myokardinfarkt (s. Tab. 18, S. 49). Im Vergleich
zwischen Myokardinfarkt-Patienten (+MI, n = 1180) versus koronarangiographierte
Patienten ohne Myokardinfarkt (-MI, n = 1312) waren der Zigarettenkonsum (Pack-
years, p = 0,0311), erniedrigte ApoA-lI Konzentrationen (p = 0,0002), erhéhte ApoB
Konzentrationen (p = 0,0394), ein erniedrigter ApoA-I/ApoB Quotient (p = 0,0180) und
eine erhdhte Lp(a) Konzentration (p = 0,0585) signifikante Myokardinfarkt-Risiko-
faktoren. Hohe ApoA-I Konzentrationen und eine hoher ApoA-lI/ApoB Quotient
wiesen sich als protektive Faktoren aus. Der Body Mass Index (BMI), Diabetes
mellitus, arterieller Hypertonus, die Gesamtcholesterinkonzentration und die Tri-
glyceridkonzentration zeigten sich im statistischen Vergleich nicht als signifikante
Risikofaktoren flir den Myokardinfarkt (s. Tab. 18, S. 49).

4.4 Verteilung der Gplba-T.5C-Genotypen

Der Gplba-T.5C-Polymorphismus des Gplba-Gens ist in die drei Genotypen TT,
TC und CC unterteilt. Die Genotypisierung erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) und Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) mit
der Endonuklease PpuMi. Zur Validierung der Nested-PCR/RFLP-Methode wurden
DNA-Proben des jeweiligen Genotyps jeweils Nukleotid-Sequenz-Analysen unter-
zogen (s. Abb. 7, S. 33).

Innerhalb der Gesamtpopulation (n = 3015) fand sich keine Abweichung vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p = 0,886). Ebenso fand sich keine Abweichung in
der Gruppe der Herzgesunden (Kontrollgruppe, p = 0,910), bei den koronar-
angiographierten Patienten ohne Myokardinfarkt (p = 0,918), bei den koronar-
angiographierten Patienten ohne KHK (p = 0,863), ohne KHK und MI (p = 0,977),
und bei den Patienten mit KHK (p = 0,322) oder Ml (p = 0,678). Durch die
Ubereinstimmungen mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht waren die Vorraus-
setzungen fur die nachfolgenden Assoziationsanalysen gegeben.

In der Gesamtpopulation unterschieden sich die Werte fir Alter, Body-Mass-Index
(BMI), Zigarettenkonsum in Pack-Years, Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus,
Cholesterin, Triglyceride, Apolipoprotein A-l, Apolipoprotein B und ApoA-1/ApoB-
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Quotient zwischen den Gplba-T5C Genotypen der Gesamtpopulation nicht (s. Tab.
20, S. 53). Lediglich fir Lipoprotein(a) wurden in der Gesamtpopulation Unterschiede
beobachtet (s. Tab. 20, S. 53). TT-Homozygote hatten geringfligig niedrigere Lp(a)-
Plasmaspiegel als Probanden mit TC- bzw. CC-Genotypen (p = 0,037). Diese
Analysen wurden auf die fir Assoziationsanalysen relevanten Populationen aus-
gedehnt (Herzgesunde vs. KHK-Patienten bzw. Herzgesunde vs. Myokardinfarkt-
Patienten). FUr die genannten Parameter wurden keine genotypabhangigen
Unterschiede beobachtet (s. Tab. 20, Tab. 21, S. 53). Die statistischen Be-
rechnungen erfolgten mit multivarianten Methoden unter Berlcksichtigung der
etablierten Risikofaktoren. In der Gesamtpopulation von 3015 Probanden wurde bei
2220 Probanden (73,63%) ein TT-Genotyp, bei 738 Probanden (24,48%) ein TC-
Genotyp und bei 57 Probanden (1,89%) ein CC-Genotyp nachgewiesen (s. Abb. 20,
S. 52).

OTT-Genotyp
OTC-Genotyp

B CC-Genotyp

Abb. 20: Genotypenverteilung in der Gesamtpopulation

Graphische Darstellung der Genotypenverteilung in der Gesamtpopulation (n = 3015). TT-Genotyp,
73,63 % (n = 2220), TC-Genotyp, 24,48 % (n = 738), CC-Genotyp, 1,89 % (n = 57).
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Tab. 20: Etablierte Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit bzw. des
Myokardinfarkts in Abhangigkeit von den Gplba-Genotypen
innerhalb der Gesamtpopulation

Gesamtpopulation n = 3015
Gplba-T.5C Genotyp
TT (n = 2220) TC (n =738) CC (n =57) Insgesamt 2p
Alter (Jahre) 60,6 + 10,3 60,6+9,9 60,1+11,7 60,6+10,2 0,929
Fibrinogen (g/1) 3,641,3 3,641,1 3,7+1,4 3,611,3 0,747

Chol. (mg/dI) 2094425 209,8+43,2 212,1+50,3 209,2+428 | 0,803

ApoA-1 (g/l) 1,44+0,28 1,45+0,31 1,44+0,3 1,44+0,3 0,520

ApoB (g/l) 1,24+0,33 1,24+0,32 1,28+0,4 1,24+0,33 0,589

ApoA-I/ApoB 1,24+0,41 1,25+0,56 1,1940,37 1,24+0,45 0,555

Lp(a) (mg/l) 27,7+35,4 24,2+31,7 21,6+30,9 26,7+34,5 0,037

Trig. (mg/dl) 149,6287,3 150,3+82,4 161,6+133,8 15087,2 0,607

Diabetes in % 16 18 14 17 0,340
Hypertonus in % 54 56 58 55 0,475
Nikotinabusus (py) | 2041259 23,1275 21,2313 21264 0,088
BMI (kg/m?) 26,9+3,4 26,8+3,5 26,33,2 26,8+3,4 0,546

Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung bzw. relative Anteile in Prozent.

Abkirzungen: n = Anzahl; Chol = Gesamtcholesterin; Apo = Apolipoprotein; Lp(a), Lipoprotein (a); Trig

= Triglyceride; py = pack years; BMI = Body Mass Index; 2p = zweiseitiger p-Wert.

Tab. 21: Etablierte Risikofaktoren der KHK bzw. des Myokardinfarkts in
Abhangigkeit von den Gplba-Genotypen innerhalb der Population
der Herzgesunden und KHK-Patienten

Herzgesunde (n = 523) vs. KHK-Patienten (n = 1918)
Gplba-T.5C Genotyp
T TC CcC Insgesamt 2p

Alter (Jahre) 61,39,7 60,76+9,9 59,7+11,5 61,11£10,0 | 0,311

Fibrinogen (g/1) 3,6121,2 3,641,2 3,7+1,5 3,641,2 0,810

Chol. (mg/dI) 210+42,4 210,5+42,9 212,6+45,2 210,2+42,5 | 0,901

ApoA-1 (g/l) 1,43+0,28 1,44+0,31 1,44+0,27 1,43+0,29 0,625

ApoB (g/l) 1,25+0,33 1,25+0,33 1,25+0,27 1,25+0,33 0,946

ApoA-I/ApoB 1,22+0,38 1,24+0,61 1,20+0,38 1,23+0,45 0,548

Lp(a) (mg/1) 28,7+36,5 26,0433, 1 24,8+33,0 28,0+35,6 0,238

Trig. (mg/dl) 151,0486,5 154,5+85,8 150,61+66,4 151,9+86,0 | 0,712

Diabetes in % 17 19 15 18 0,560

Hypertonus in % 54 55 62 55 0,618

Nikotinabusus (py) | 210 267 23,3275 21,44433,5 21,5427.,0 0,241

BMI (kg/m?) 26,89+3,4 26,8+3,3 26,4%3,3 26,8+3,4 0,741
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Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung bzw. relative Anteile in Prozent.
Abklirzungen: n = Anzahl; Chol = Gesamtcholesterin; Apo = Apolipoprotein; Lp(a), Lipoprotein (a); Trig
= Triglyceride; py = pack years; BMI = Body Mass Index; 2p = zweiseitiger p-Wert.

Tab. 22: Etablierte Risikofaktoren der KHK bzw. des Myokardinfarkts in
Abhangigkeit von den Gplba-Genotypen innerhalb der Population
der Herzgesunden und Myokardinfarkt-Patienten

Herzgesunde (n = 523) vs. MI-Patienten (n = 1180)
GPlba-T5C Genotyp
TT (n=2220) | TC (n =738) CC (n =57) Insgesamt 2p

Alter (Jahre) 60,2 + 10,3 59,7+9,9 58,7+12,7 60,0+10,3 0,498

Fibrinogen (g/l) 3,741,2 3,7+1,2 3,9+1,7 3,7+1,2 0,545

Chol. (mg/dI) 208,1+42,5 209,6+43,2 212,9451,1 208,6+42,8 | 0,748

ApoA-1 (g/l) 1,43+0,28 1,44+0,32 1,4110,23 1,43+0,29 0,595

ApoB (g/l) 1,22+0,32 1,24+0,33 1,24+0,29 1,23+0,32 0,540

ApoA-I/ApoB 1,24+0,39 1,26+0,68 1,21+0,42 1,25+0,48 0,718

Lp(a) (mg/l) 27,6+34,4 23,1+31,0 28,7+34,3 26,5+33,6 0,063

Trig. (mg/dl) 148,0+76,7 156,6+86,4 128,365,0 149,9+79,2 | 0,070

Diabetes in % 16 18 3 16 0,109
Hypertonus in % 47 48 40 47 0,672
Nikotinabusus (py) | 2154269 23,228, 1 23,4+38,9 22,0+27,5 0,592
BMI (kg/m?) 26,7+3,4 26,7+3,3 25,943, 1 26,734 0,403

Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung bzw. relative Anteile in Prozent.
Abkurzungen: n = Anzahl; Chol = Gesamtcholesterin; Apo = Apolipoprotein; Lp(a), Lipoprotein (a); Trig
= Triglyceride; py = pack years; BMI = Body Mass Index; 2p = zweiseitiger p-Wert.

4.5 Der potentielle Einfluss des Gplba-T.5C-Genpoly-
morphismus auf das Risiko und den Schweregrad
der Koronaren Herzkrankheit

Alle Analysen beruhen auf rezessiven, kodominanten und dominanten Vererbungs-
modellen. Die Genvarianten des Gplba-T.5C-Polymorphismus wurden zwischen
Herzgesunden (n = 523) und KHK-Patienten (n= 1918) mit Null- (n = 574), Ein- (n =
512), Zwei- (n = 538) und DreigefaBerkrankungen (n = 868) verglichen (s. Tab. 23, S.
55).
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451 Risiko der Koronaren Herzkrankheit

Mit allen Vererbungsmodellen lieB sich keine Assoziation zwischen dem Gplba-T
(-5)C-Polymorphismus und dem Risiko der koronaren Herzkrankheit nachweisen (s.
Tab. 23, S. 55).

Tab. 23: Verteilung der Gplba-T5C-Genotypen in Probanden ohne GefaB-
erkrankung und in Patienten mit Koronarer Herzkrankheit
Gplba-Genotypen
Kontrollgruppe / Patienten n nTT | nTC | nCC T (95%KIl) C (95%Ki)
Herzgesunde 523 386 128 9 0,86 (0,84-0,88) | 0,14 (0,12-0,16)
Nullgefésserkrankung 574 421 143 10 0,86 (0,84-0,88) | 0,14 (0,12-0,16)
Eingefédsserkrankung 512 365 140 7 0,85 (0,83-0,87) | 0,15(0,13-0,17)
Zweigefasserkrankung 538 395 127 16 0,85 (0,83-0,87) | 0,15(0,13-0,17)
Dreigefasserkrankung 868 653 200 15 0,87 (0,85-0,88) | 0,13 (0,12-0,15)

Herzgesunde wurden mit Hilfe des ,Rose Questionnaire” identifiziert. Die KHK wurde Uber den durch
die Koronarangiegraphie bestimmten GeféBstatus definiert. Es wurden Patientengruppen ohne
KoronargefaBerkrankung (NullgefaBerkrankung, KoronargeféB-Stenosen < 50 %) und Patienten-
gruppen mit Ein-, Zwei- und DreigeféBerkrankung unterschieden. Zum Nachweis des Genpoly-
morphismus siehe Methoden. Die Konfidenzintervalle sind in Klammern angegeben. Abklrzungen: n =

Anzahl; Kl = Konfidenzintervall.

Dieser fehlende Zusammenhang zwischen den Varianten des Gplba-T5C-
Polymorphismus und dem Risiko der koronaren Herzkrankheit zeigte sich nicht nur
innerhalb der Gesamtpopulation, sondern auch in Niedrigrisikogruppen und Hoch-
risikogruppen (Ergebnisse nicht dargestellt).

4.5.2 Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit

45.2.1 Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit nach klinischer

Definition
Auch diese statistischen Berechnungen wurden mit der Population aus der
herzgesunden Kontrollgruppe und den KHK-Patienten durchgefiihrt. Die Anzahl der
atherosklerotisch verédnderten Koronararterien (RCA, LCA, CX) bestimmte den KHK-
Schweregrad nach klinischer Definition (s. Kap. 3.2, S. 15). Es wurde in Patienten
ohne signifikante Stenosen und in Patienten mit Ein-, Zwei- und DreigefaBerkrankung
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unterschieden. Ab einer Querschnittsverminderung von 50% galt die jeweilige
Koronararterie als signifikant atherosklerotisch verandert [52]. Innerhalb dieser
Population zeigte sich keine Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-Poly-
morphismus und dem Schweregrad der koronaren Herzkrankheit (s. Tab. 23, S. 55)
Gleichartige Beobachtungen wurden auch in Niedrig- und Hochrisikogruppen

gemacht (Ergebnisse nicht dargestellt).

45.2.2 Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit nach Definition geman
Gensini

Der Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit wurde zusatzlich mittels Gensini-
Score ermittelt [35, 36]. Der Gensini-Score berlicksichtigt die unterschiedliche
funktionelle Relevanz einer Koronarstenose. Da man den Gensini-Score nur an Hand
eines Koronarangiographie-Befundes berrechnen kann, musste fir diese
statistischen Analysen die Klinikpopulation der koronarangiographierten Patienten
zugrunde gelegt werden. Innerhalb dieser Population fanden sich zwischen fir die
drei T..5C-Genotypen des Gplba-Polymorphismus keine signifikanten Unterschiede
des Gensini-Score (s. Abb 21, S. 57 und Tab. 24, S. 56).

Tab. 24: Vergleich der Gensini-Scores zwischen den Gplba-Genotypen in
der Klinikpopulation
Gplba-Genotypen n Gensini-Scores
TT 1834 48,9+45,5
CT 610 47,7+46,4
CC 48 55,8+55,3
Gesamt 2494 48,7+45,9

Der Gensini-Score wurde nach Lokalisation und Schweregrad der Koronarstenosen berechnet und als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Je nach Stenosegrad wird der stenosierten Koronar-
arterie ein Wert von 1 bis 32 zugeordnet, der dann in Abhangigkeit von der vitalen Bedeutung des
betroffenen Segments mit einem Faktor von 0,5 bis 5 multipliziert wird (s. Kap. 3.2, Abb. 2, S. 17 und
Tab. 1, S. 18). Abklrrzungen: n = Anzahl.
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Abb. 21: Vergleich der Gensini-Scores zwischen den Gplba-Genotypen in

der Klinikpopulation

Graphische Darstellung der Mittelwerte der Gensini-Scores + Standardfehler bei den Gplba-

Genotypen in der Klinikpopulation

4.5.3 Vergleich der Gensini-Scores zwischen den Gplba-
Genotypen in Niedrig- und Hochrisikogruppen der
Klinikpopulation

Die statistischen Analysen der Niedrig- und Hochrisikogruppen der Klinikpopulation
ergaben folgende Befunde.

4.5.3.1 Analyse der Subpopulation < 62 Jahre (50. Perzentile)

Eine Analyse der Subpopulation von Patienten mit einem Alter < 62 Jahre (50.
Perzentile) ergab bei den CC-Genotypen tendenziell héhere Gensini-Scores als bei
den Ubrigen Gplba-T5C Genotypen TC und TT, jedoch ohne statistische Signifikanz
(p = 0,06) (s. Abb. 22, S. 58). Wurde die Gruppe der jlingeren Probanden (< 62
Jahre) auf Patienten ohne Diabetes (1), ohne Diabetes und ohne arteriellen Hyper-
tonus (2) oder ohne Diabetes, ohne arteriellen Hypertonus und ohne Nikotinkonsum
(3) beschrankt, so wiesen CC-Homozygote signifikant héhere Gensini-Scores als die
beiden anderen Genotypen auf.
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Abb. 22: Vergleich zwischen den Gensini-Score Mittelwerten der Gplba-CC-
Homozygoten und Tragern des Gplba-T-Allels (TC- und TT-Geno-
typen) bei Patienten < 62 Jahre (50. Perzentile)

Die statistische Beziehung zwischen den Gplba-Genotypen und dem Gensini-Score wurde mittels
multipler Regression analysiert. Angaben als Durchschnittswerte + Standardfehler. Anzahl der

Individuen in absoluten Zahlen.

4.5.3.2 Analyse der Subpopulation < 56 Jahre (25. Perzentile)

Aufgrund der tendenziell héheren Gensini-Scores flir CC-Genotypen bei Patienten
< 62 Jahre und den signifikant héheren Gensini-Scores fiir CC-Genotypen bei
Patienten ohne Diabetes (1), ohne Diabetes und ohne arteriellen Hypertonus (2),
ohne Diabetes, ohne arteriellen Hypertonus und ohne Nikotinkonsum (3) erfolgte
eine weitere Restriktion der Population auf Patienten mit einem Alter < 56 Jahre (25.
Perzentile). Hier zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen dem CC-Genotyp
des Gplba-T5C-Polymorphismus mit dem ermitteltem Gensini-Score (p = 0,02) (s.
Abb.23, S. 59). Bei CC-Genotypen fand sich ein signifikant héherer KHK-Schwere-
grad als bei Patienten mit TC- und TT-Genotypen. Weitere Analysen von Niedrig-
risikogruppen innerhalb der Subpopulation von Personen < 56 Jahre ergaben bei
Patienten mit CC-Genotyp ohne Diabetes mellitus (1) sowie ohne Diabetes mellitus
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und arteriellem Hypertonus (2) und ohne Diabetes mellitus, arteriellem Hypertonus
und ohne Zigarettenkonsum (3) ebenfalls deutlich héhere Gensini-Scores als bei
Probanden mit TC- und TT-Genotypen (s. Abb. 23, S. 59). Die Gensini-Scores der
TC- und TT-Genotypen zeigten dabei innerhalb der Gesamtpopulation und in den
Subpopulationen anndhernd gleiche Werte (s. Abb. 22, S. 58 und Abb. 23, S. 59).
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Abb. 23: Vergleich zwischen den Gensini-Score Mittelwerten der Gplba-CC-
Homozygoten und Tragern des Gplba-T-Allels (TC- und TT-Geno-
typen) bei Patienten < 56 Jahre (25. Perzentile)

Die statistische Beziehung zwischen den Gplba-Genotypen und dem Gensini-Score wurde mittels
multipler Regression analysiert. Angaben als Durchschnittswerte + Standardfehler. Anzahl der
Individuen in absoluten Zahlen.
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Abb. 24: Altersabhangigkeit der Assoziation des CC-Genotypen der Gplba-
Genvariation mit dem Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit

Vergleich der Gensini-Score Mittelwerte zwischen den Gplba-CC-Homozygoten und Tragern des
Gplba T-Allels (TT-, TC-Genotyp) innerhalb der Klinikpopulation (links), bei Patienten < 62 Jahre
(mitte) und bei Patienten < 56 Jahre (rechts). Angaben als Durchschnittswerte + Standardfehler.

Anzahl der Individuen in absoluten Zahlen. Abklrzungen: n.s. = nicht signifikant; Pat. = Patient.

Festzuhalten bleibt somit eine deutliche Altersabhangigkeit der Assoziation des
CC-Genotyps der Gplba-Genvariation zum Schweregrad der Koronaren Herzkrank-
heit bei Klinikpatienten (zusammengefasst in Abb. 24, S. 60). Zusatzliche Analysen
z.B. der 10. Altersperzentile konnten aufgrund der geringen Anzahl von CC
Homozygoten nicht durchgefiihrt werden (Ergebnisse nicht dargestellt).

4.6 Der potentielle Einfluss des Gplba-T.;C-Genpoly-
morphismus auf das Myokardinfarktrisiko

Fir diese Analysen wurde die Population aus herzgesunden Probanden (n = 523)
und Myokardinfarkt-Patienten (n = 1180) zu Grunde gelegt. Unabhangig vom Ver-
erbungsmodus konnte keine Assoziation zwischen dem Gplba-T.5C-Genpoly-
morphismus und dem Herzinfarktrisiko nachgewiesen werden (s. Tab. 25, S. 61).
Zusétzliche Analysen in Niedrig- und Hochrisikogruppen ergaben ebenfalls keinen
Hinweis auf eine Assoziation der Gplba-T5C-Genvariation und dem Myokardinfarki-
risiko (Ergebnisse nicht dargestellt). Wurden die koronarangiographierten Patienten
ohne Myokardinfarkt als Kontrollgruppe gewéahlt, so wurden auch hier im Vergleich
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mit den Myokardinfarkt-Patienten nahezu identische Frequenzen der T- und C-Allele

des Gplba-T.5C-Polymorphismus festgestellt.

Tab. 25: Verteilung der Gplba-T5C-Genotypen in Probanden ohne
GefaBerkrankung, in Myokardinfarkt-Patienten und Klinik-
patienten ohne Myokardinfarkt

Gplba-Genotypen
Kontrollgruppe / Patienten n n TT|nTC|nCC T (95%KIl) C (95%KIl)
Herzgesunde 523 | 386 | 128 9 0,86 (0,84-0,88) | 0,14 (0,12-0,16)
Kein Myokardinfarkt 1312 | 975 | 310 27 0,86 (0,85-0,88) 0,14 (0,13-0,15)
2 1 Myokardinfarkt 1180 | 859 | 300 | 21 0,86 (0,84-0,87) | 0,14 (0,13-0,16)

Herzgesunde wurden mit Hilfe des ,Rose Questionnaire” identifiziert. Myokardinfarkt-Patienten wurden
mittels einer detaillierten, standardisierten Befragung und vorliegenden Patientenakten identifiziert.
Zum Nachweis des Genpolymorphismus siehe Methoden. Die Konfidenzintervalle sind in Klammern

angegeben. Abklrzungen: n = Anzahl; Kl = Konfidenzintervall.

SchlieBlich wurde untersucht, ob es vom Genotyp abhangige Unterschiede in
Bezug auf das Alter geben kénnte, an dem die Patienten ihren ersten Herzinfarkt
erlitten hatten. Von 1088 der 1180 Patienten konnten verlaBliche Daten zum Alter
beim 1. Herzinfarkt erhoben werden. Abb. 25 veranschaulicht, dass zwischen den
drei Genotypen keine Unterschiede bezliglich des Alters beim 1. Myokardinfarkt

beobachtet werden konnten.
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Abb. 25: Vergleich des Durchschnittsalters beim 1. Myokardinfarkt
zwischen den Gplba-T.5C-Genotypen

Graphische Darstellung des Alters beim 1. Myokardinfarkt. Das Durchschnittsalter wurde als Mittelwert

+ Standardabweichung angegeben. Myokardinfarkt-Patienten wurden mittels einer detaillierten,
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standardisierten Befragung und vorliegender Patientenakten identifiziert. Zum Nachweis des Gen-

polymorphismus siehe Methoden. Abklrzungen: n = Anzahl.

Tab. 26: Vergleich des Durchschnittsalters beim 1. Myokardinfarkt
zwischen den Gplba-T.5C-Genotypen

GPlba-Genotypen n Alter (Jahre)
1T 795 56,6+9,9
TC 274 56,1£10,1
CC 19 54,8+12,3
Gesamt 1088 56,4+10,0

In der Tabelle werden die in Abb. 25 dargestellten Daten in tabellarischer Form zusammengefasst.
Das Durchschnittsalter wurde als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Myokardinfarkt-
Patienten wurden mittels einer detaillierten, standardisierten Befragung und vorliegender Patienten-
akten identifiziert. Zum Nachweis des Genpolymorphismus siehe Methoden. Abkirzungen: n =
Anzahl.
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5 Diskussion

5.1 Der potentielle Einfluss des Gplba-T.;C-Genpoly-
morphismus auf das Risiko und den Schweregrad
der Koronaren Herzkrankheit: Kurzdarstellung der
Studienergebnisse

Die untersuchte Gesamtpopulation bestand aus 3015 mannlichen Probanden und
setzte sich aus 2492 koronarangiographierten Patienten (Klinikpopulation) und 523
Herzgesunden (Kontrollgruppe) zusammen. Die Koronare Herzkrankheit wurde Uber
den GefaBstatus (ab einem Stenosierungsgrad der HerzkranzgefaBe = 50 %) und
Uber den Gensini-Score definiert (s. Kap. 3.2, S. 15). Entsprechend den Koronar-
angiographiebefunden wurde die Klinikpopulation in Patienten ohne KHK mit Null-
gefaBerkrankung (n = 574), Patienten mit EingeféaBerkrankung (n = 512), Patienten
mit ZweigeféBerkrankung (n = 538) und Patienten mit DreigefaBerkrankung (n = 868)
eingeteilt. Die Gplba-T.5C-Genotypen wurden mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) und Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP) bei allen
Probanden ermittelt (s. Kap. 3.7.5, S. 27). Bei 2220 Probanden (73,63%) wurde ein
TT-Genotyp, bei 738 Probanden (24,48%) ein TC-Genotyp und bei 57 Probanden
(1,89%) ein CC-Genotyp nachgewiesen (s. Kap. 4.4, Abb.20, S. 52). Der relative
Anteil an Patienten mit Koronarer Herzkrankheit nahm mit steigendem Alter zu (s.
Kap. 4.1, Abb. 9 und Tab. 9, S. 36). Auch bezliglich des Myokardinfarktes zeigte sich
eine deutliche Altersabhangigkeit (s. Kap. 4.1, Abb. 11, S. 39, Tab. 11, S. 39). Der
allgemein anerkannte Zusammenhang zwischen Koronarer Herzkrankheit und
Myokardinfarkt konnte somit auch in der vorliegenden Studienpopulation nach-
gewiesen werden. Der Vergleich der etablierten Risikofaktoren der Koronaren
Herzkrankheit bzw. des Myokardinfarkts in Abh&ngigkeit von den Gplba-T.5C-Gen-
varianten (Herzgesunde vs. KHK-Patienten bzw. Herzgesunde vs. Myokardinfarkt-
Patienten) zeigte keine vom Genotyp abhangigen Unterschiede (s. Kap. 4.5, Tab. 21,
S. 53 und Tab. 22, S. 54). Der potentielle Einfluss des Gplba-T .5 C-Polymorphismus
auf das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit sowie das
Myokardinfarktrisiko wurde in der Population aus KHK-Patienten (n = 1918) und
Herzgesunden (n = 523) untersucht. Mit allen Vererbungsmodellen lieB sich keine
Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-Polymorphismus und dem Risiko der
Koronaren Herzkrankheit (s. Kap. 4.5.1, Tab. 23, S. 55) sowie dem Schweregrad der
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KHK (s. Kap. 4.5.2, Tab. 24, S. 56 und Abb. 21, S. 57) nachweisen. Sub-
populationsanalysen von (1) Probanden mit einem Alter < 62 Jahre (50. Perzentile)
und (2) einem Alter < 56 Jahre (25. Perzentile) zeigten fur Patienten mit homo-
zygotem CC-Genotyp tendenziell héhere Gensini-Scores (Alter < 62 Jahre) bzw. eine
signifikante Assoziation (Alter < 56 Jahre) zwischen dem homozygotem CC-Genotyp
und dem ermitteltem Gensini-Score (p = 0,02) (s. Kap. 4.5.3., Abb. 22 , S. 58, Abb.
23, S. 59). Festzuhalten bleibt somit eine altersabhangige Assoziation zwischen dem
CC-Genotyp des Gplba-T5C-Polymorphismus und dem Schweregrad der
Koronaren Herzkrankheit (s. Kap. 4.5.3, Abb. 24, S. 60). Die Analysen zum
potentiellen Einfluss des Gplba-T.5C-Polymophismus auf das Myokardinfarktrisiko
(Herzgesunde vs. Herzinfarktpatienten) zeigten unabhangig vom Vererbungsmodus
keine Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-Polymorphismus und dem Myokard-
infarktrisiko (s. Kap. 4.6, Tab. 25, S. 61). Die abschlieBenden Untersuchungen, ob es
vom Genotyp abhangige Unterschiede in Bezug auf das Alter geben kdénnte, an dem
die Patienten ihren ersten Herzinfarkt erlitten hatten, zeigten zwischen den drei
Genotypen keine Unterschiede beziiglich des Alters beim 1. Myokardinfarkt (s. Kap.
4.6, Abb. 25, S. 61 und Tab. 26, S. 62).

5.2 Der Gplba-T.5C-Genpolymorphismus: Darstellung
bisheriger Publikationen

Grundlage der vorliegenden Arbeit war die zu Beginn unserer Untersuchungen im
Juli 1999 vorliegende Publikation von Afshar-Kharghan et al. bezilglich des
potentiellen Einfluss des Gplba-T.5C-Genpolymorphismus auf die Expression des
thrombozytaren Gplba-Oberflachenrezeptors [1]. Die Untersuchungen von Afshar-
Kharghan et al. basierten auf der von Kaski et al. im Jahre 1996 veréffentlichten Erst-
beschreibung des Gplba-T5C-Genpolymorphismus [47]. Im Verlauf und nach
Abschluss unserer Untersuchungen wurden weitere Studien anderer Forschungs-
gruppen uber den Gplba-T5C-Genpolymorphismus publiziert [16, 20, 21, 24, 31,
44,45, 46, 51, 72, 84, 91].

5.2.1 Struktur des Glykoproteins Iba

Das Aufbrechen oder Unterbluten eines atherosklerotischen Plaques, gefolgt von
der Freisetzung thrombogenen Materials, und die Entstehung eines okklusiven
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Thrombus ist die haufigste Ursache eines akuten KoronargeféaBverschlusses. Eine
Hauptrolle in diesem dramatischen Geschehen spielen die Blutplatichen, die
Thrombozyten [33]. Die Thrombozytenadhdsion an die verletzte GefaBwand setzt
eine Kaskade in Gang an deren Ende entweder die physiologische Hamostase mit
dem Ziel der Blutungskontrolle oder die pathophysiologische Thrombusbildung steht.
[4, 5,10, 33, 59, 63, 86, 93]. Entscheidend vermittelt werden beide Vorgange durch
den thrombozytaren Glykoprotein-Komplex Gplb-IX-V [4, 5, 19, 33, 68, 80, 81, 94].
Der Gplb-IX-V-Komplex setzt sich aus vier transmembranésen Glykoproteinen
zusammen: Gplba, GplbB, GpIX und GpV [4, 5, 29, 33, 64, 68, 69, 74, 94 ].

Gplba (135kD, 610 Aminosauren) besteht aus einer N-terminalen extrazellularen
Domaéne, die sieben leucinreiche Aminosaurensegmente, die ,tandem repeats”
enthalt, einer hochgradig glykosylierten Makroglykopeptid-Domane sowie aus einer
transmembranésen Domane und einem zytoplasmatischen Anteil [65]. Die extra-
zellulare Doméane weist eine Bindungsstelle fir den von-Willebrand-Faktor (VWF) und
Thrombin auf [23]. Der zytoplasmatische Anteil enthdlt Bindungsstellen fir zwei
Proteine, welche die funktionelle Aktivitat des Gplb-IX-V-Komplex beeinflussen (s.
Kap. 1.2.1, S. 3) [3, 25]. Die DNA-Sequenz der Gplba-Untereinheit [110] weist
verschiedene Polymorphismen auf (s. Kap. 1.4, S. 10) [1, 12, 45, 47, 75, 97, 98].
Einer dieser Polymorphismen ist der Gplba-TsC-Polymorphismus. Aufgrund seiner
Lokalisation innerhalb der Initiationssequenz fir die Translation des Gplba-Gens wird
dieser Polymorphismus auch als Kozak-Sequenz-Polymorphismus des Gplba-Gens
bezeichnet [1]. Als Kozak-Konsensus-Sequenz ist heute die Nukleotidsequenz
GCCGCCACCATGG definiert. Genvariationen der Nukleotide, welche das Initiator-
codon ATG umgeben, besitzen Einfluss auf die Translation und damit auf die
Synthese von Proteinen (s. Kap. 1.3, S. 9) [54, 55, 56, 57, 58].

5.2.2 Publizierte Untersuchungen zur Oberflachendichte des
Gplba-T5C-Polymorphismus

Im Rahmen systematischer Untersuchungen zu genetischen Variationen im
menschlichen Gplba-Gen entdeckten Kaski et al. 1996 einen Ts5C-Dimorphismus,
welcher auf dem Vorhandensein von Thymin (T) oder Cytosin (C) an der Position -5
vor dem ATG-Initiatorcodon des Gplba-Gens beruht [47]. Die funktionelle Bedeutung
dieses Polymorphismus wurde von Kaski et al. jedoch nicht weiter untersucht.
Aufgrund der Lokalisation des T.5C-Dimorphismus innerhalb der Initiationssequenz
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fir die Translation des Gplba-Gens untersuchten Afshar-Kharghan et al. 1999 den
Einfluss des Gplba-T5C-Genpolymorphismus auf die Expression des Gplba-
Oberflachenrezeptors [1]. Bei Vorliegen der (5C-Genvariation zeigte sich eine
erhéhte Gplba-Expression gegenliber der (5 T-Genvariation [1]. Afshar-Kharghan et
al. erklarten diesen Befund durch die héhere Ubereinstimmung der (5C-Kozak-
Sequenz des Gplba-Gens ,GCCCTCATGC* mit der Kozak-Konsensus-Sequenz
,LGCCACC ATGG" was zu einer effektiveren Translation der mRNA mit Cytosin (C)
an Position -5 fahrt. Die effektivere Translation der mRNA fihrt wiederum zu einer
erhéhten Expression des Oberflachenmolekiils Glykoprotein-lba [1]. Die von Afshar-
Kharghan et al. beschriebene erhéhte Expressionsrate des Glykoproteins Gplba bei
Tragern des (5C-Allels des Gplba-T5C-Genpolymorphismus konnte jedoch in
Studien von Corral et al. (2000) [20], Santoso et al. (2002) [99], Huang et al. (2003)
[44] und Jilma-Stohlawetz et al. (2003) [46] nicht bestatigt werden.

Corral et al. genotypisierten 101 Patienten mit abgelaufenem Akuten Koronar-
syndrom (definiert als Myokardinfarkt und/oder instabile Angina pectoris), 104
Patienten mit cerebraler arterieller Verschlusskrankheit und 139 gesunde Probanden
bezlglich des Gplba-T5C-Polymorphismus. Mittels Durchflusszytometrie wurde die
Oberflachendichte der thrombozytdren Glykproteinrezeptoren bestimmt. Die
statistischen Analysen zeigten keine Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-Gen-
polymorphismus und der Expressionsrate der thrombozytaren Oberflachen-
rezeptoren [20]. Santoso et al. fihrten Durchflusszytometrie-Untersuchungen zur
Bestimmung der Oberflachendichte der einzelnen Untereinheiten des Gplb-IX-V-
Komplexes durch [99]. Um einen eventuell verfalschenden Einfluss des VNTR- und
des HPA-2-Polymorphismus des Gplba-Gens zu vermeiden, wurden nur Probanden
mit gleichen Phanotypen des VNTR- und HPA-2-Polymorphismus (VNTR-C Variante,
HPA-2b) untersucht. Homozygote (5 T-Allel-Tréger (TT-Genotyp) sowie homozygote
(-5C-Allel-Trager (CC-Genotyp) exprimierten die Glykoproteine Gplba, GplX und GpV
in gleicher Anzahl. Wie bei Corral et al. zeigte sich keine Assoziation des Gplba-T
(-5)C-Polymorphismus mit der Glykoprotein-Expressionsrate [99]. Huang et al. unter-
suchten, ob die Glykoproteinpolymorphismen C807T in Gpla, PI(A1/A2) in Gpllla,
und der Gplba-T5C-Polymorphismus die Oberflachendichte der drei wichtigen Ober-
flachenrezeptoren Gpla, Gpllla und Gplba beieinflussen. 45 Probanden wurden
entsprechend genotypisiert und die Oberflachendichten der Glykoproteine mit Hilfe
der Durchflusszytometrie bestimmt. Die thrombozytare Gplba-Oberflachendichte war
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nicht mit dem Gplba-T .5 C-Polymorphismus assoziiert [44]. Jilma-Stohlawetz et al.
untersuchten den Einfluss des VNTR-, HPA-2-und Gplba-T5C-Polymorphismus auf
die Thrombusentstehung. 233 gesunde Probanden wurden genotypisiert und die
Oberflachendichte der Glykoproteine durchflusszytometrisch bestimmt. Es fand sich
keine Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-Poly-morphismus und der Ober-
flachendichte der thrombozytaren Glykoproteine [46].

5.3 Publizierte Untersuchungen zur Assoziation des
Gplba-T5C-Polymorphismus mit der ischamischen
Herzerkrankung

5.3.1 Vergleich der Allelfrequenzen der 5C- und (s5T-Variante

des Gplba-T5C-Polymorphismus mit Allelfrequenzen
bisheriger Publikationen

Der Vergleich zwischen den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Allel-
frequenzen der (5 C- und (.5)T-Variante des Gplba-T .5 C-Genpolymorphismus mit den
zu Beginn unserer Untersuchungen vorliegenden [1, 47] und im Verlauf und nach
Abschluss unserer Untersuchungen in weiteren Studien publizierten Allelfrequenzen
[16, 21, 24, 45, 91] zeigte keine signifikanten Unterschiede. In der vorliegenden
Arbeit fand sich die (5C-Variante des Gplba-Genpolymorohismus mit einer Allel-
frequenz von 13% bis 15% (Herzgesunde: 14%, n = 523; NullgefaBerkrankung: 14%,
n = 574; EingefaBerkrankung: 15%, n = 512; ZweigefaBerkrankung: 15 %, n = 538;
DreigefaBerkrankung: 13%, n = 868; kein Myokardinfarkt: 14%, n = 1312; = 1
Myokardinfarkt: 14%, n = 1180; s. Kap. 4.5.1, Tab 23, S.55 und Kap. 4.6, Tab. 25,
S.61). Afshar-Kharghan et al. genotypisierten DNA-Proben von Afro-Amerikanern (n
= 92), Finnen (n = 82), australischen Ureinwohnern (n = 38), Stid-Ost-Asiaten (n =
68) und franzésichen Kaukasiern (Menschen mit weiBBer Hautfarbe), Referenzfamilien
des CEPH, Centre d’Etude du Polymorphisme Humain, (n = 372) [1]. Die Allel-
frequenzen fur die (5C-Variante lagen zwischen 7,9% und 17,4% (Afro-Amerikaner:
17,4% (T: 82,6%), Finnen 17,1% (T: 82,9%), australische Aborigenes: 7,9% (T:
92,1%), Sid-Ost-Asiaten: 16,2% (T: 83,8%), franzésiche Kaukasier: 13,2% (T:
86,6%) [1]. Kaski et al. fanden die (5C-Variante des Gplba-Genpolymorphismus
innerhalb einer finnischen Population (n = 50) bei 16,0% (T: 84,0%) [47]. Corral et al.
genotypisierten 139 Kaukasier aus Sud-Spanien bezuglich des Gplba-T.5C-Gen-
polymorphismus. Die Allelfrequenz flr die (5C-Variante lag bei 10,8% (T: 89,2%)



68

[16]. Croft et al. genotypisierten in einer Fall-Kontroll Studie 1037 Kaukasier aus
GroB-Britanien. Fur die (5C-Variante zeigte sich eine Allelfrequenz von 11,0% (T:
89,0%) [21]. In der von Douglas et al. genotypisierten Population aus 180 Kaukasiern
aus GroB-Britanien und 76 indischen Asiaten fand sich die (5C-Variante in einer
Allelfrequenz von 13,7% (T: 86,3%) [24]. Ishida et al. genotypisierten 314 Japaner.
Die Allelfrequenz fir die (5 C-Variante lag bei 28,3% (T: 71,7%) [45]. Rosenberg et
al. genotypisierten 100 Probanden mit asiatisch-afrikanischer (n = 34), europaisch-
amerikanischer (n = 57) und israelischer bzw. gemischter Abstammung (n = 9) auf
den Gplba-T5C-Polymorphismus. Die Allelfrequenz fur die (5C-Variante lag bei
13,0% (T: 87,0%) [91]. Bei zusatzlich genotypisierten 119 Probanden (asiatisch-
afrikanische Abstammung, n = 66; europaisch-amerikanische Abstammung, n = 36;
israelischer bzw. gemischter Abstammung, n = 17) fand sich eine Allelfrequenz fur
die (5C-Variante von 11,3% (T: 88,7%) [91]. In den Studien von Cadroy et al. [16],
Frank et al. [31], Huang T et al. [44], Jilma-Stohlawetz et al. [46], Kenny et al. [51],
Meisel et al. [72] und Ozelo et al. [84] wurden keine Allelfrequenzen angegeben.

5.3.2 Studien in denen keine Assoziation des Gplba-T.5C-
Polymorphismus mit der ischamischen Herzerkrankung
beobachtet wurde

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zwar eine altersabhangige Assoziation
zwischen dem CC-Genotyp des Gplba-T.5C-Polymorphismus und dem Schwere-
grad der Koronaren Herzkrankheit jedoch keine Assoziation zwischen dem Gplba-T
(-5)C-Polymorphismus und dem Risiko der Koronaren Herzkrankheit sowie dem
Schweregrad der KHK. Zusatzlich fand sich keine Assoziation mit dem Myokard-
infarktrisiko. Im Folgenden werden die Studien beschrieben, welche ebenfalls keine
Assoziation des Gplba-T5C-Polymorphismus mit dem KHK-Risiko, bzw. dem KHK-
Schweregrad feststellen konnten. Zusétzlich sind die Studien angefiihrt, welche
keinen Einfluss des Gplba-T5C-Polymorphismus auf die Rezeptordichte von Gplba,
bzw. auf eine gesteigerte Thrombusentstehung feststellen konnten.

Im Jahr 2000 genotypisierten Corral et al. die DNA-Proben von 139 Kaukasiern (71
Manner, 68 Frauen; Durchschnittsalter 36,8 J £ 12,9 J) aus Siid-Spanien bezlglich
des Gplba-T5C-Polymorphismus [20]. Zusétzlich wurde die Rezeptordichte von
Gplba bestimmt (20 Probanden mit dem TC-Genotyp und 20 Probanden mit dem TT-
Genotyp). Das Ziel der Studie war es, die von Afshar-Kharghan et al. beschriebene
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erhéhte Gplba-Expression bei Vorliegen der (5C-Genvariation [1] nadher zu unter-
suchen. Die statistische Analyse der Ergebnisse der Durchflusszytometrie und
Immunfluoreszenzuntersuchungen zeigte keinen Einfluss der Genotyp-Varianten auf
die Rezeptordichte von Gplba. Um eine mdgliche Assoziation zwischen den
Genvarianten des Gplba-Gens und der Koronaren Herzkrankheit zu analysieren,
genotypisierten Corral et al. zuséatzlich 101 Patienten mit abgelaufenem Akuten
Koronarsyndrom. Zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe wurde kein
signifikanter Unterschied in der Verteilung der TT-, TC- und CC-Genotypen
beobachtet [20]. Somit ergab sich kein Anhalt flr eine Assoziation zwischen dem
Gplba-T5C-Polymorphismus und dem KHK-Risiko. Croft et al. flihrten 2000 eine
Fall-Kontroll-Studie mit 539 Myokardinfarkt-Patienten (Kaukasier, Manner 67,9%,
Durchschnittsalter 61,9 Jahre + 9,2 Jahre) und 498 Probanden ohne GefaB-
erkrankung als Kontrollgruppe durch [21]. Es fand sich keine Assoziation der (5C-
Variante mit dem Myokardinfarktrisiko [21]. Douglas et al. untersuchten 2002 den
potentiellen Einfluss des Gplba-T5C-Polymorphismus auf den Schweregrad der
Koronaren Herzkrankheit sowie auf das Myokardinfarkirisiko [24]. 256 koronar-
angiographierte Patienten (180 Kaukasier, 76 indische Asiaten) zwischen 33 und 88
Jahren wurden genotypisiert. Die Population wurde in 88 Patienten (79 Manner; 9
Frauen) mit abgelaufenem Myokardinfarkt und 168 Patienten (101 Manner; 67
Frauen) ohne Hinweis auf einen abgelaufenen Myokardinfarkt unterteilt. Die beiden
Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede bezlglich Alter, ethnischer
Herkunft sowie den etablierten Risikofaktoren. Lediglich die Geschlechtsverteilung
war mit 79 Mannern in der Myokardinfarktgruppe gegentiber 101 Mannern in der
Nicht-Myokardinfarkigruppe signifikant unterschiedlich. Die statistische Analyse der
Genotypenverteilung ergab keine Assoziation des Gplba-T5C-Polymorphismus mit
dem Schweregrad der Koronaren Herzerkrankung. Bezilglich des Myokard-
infarktrisikos stellten Douglas et al. eine signifikante Assoziation des homozygoten
TT-Genotyps des Gplba-T.5C-Polymorphismus mit dem Auftreten eines Myokard-
infarkts fest. Im Jahre 2001 genotypisierten Frank et al. 184 Frauen mit ab-
gelaufenem Myokardinfarkt (n = 78) bzw. ischamischen apoplektischen Insult (n =
106) beziiglich des Gplba-T.5C-Polymorphismus [31]. Die Kontrollgruppe bestand
aus 384 gesunden Frauen ohne Hinweis auf eine GefaBerkrankung. Das
Durchschnittsalter lag zwischen 18 und 44 Jahren. Die statistische Analyse zeigte
keine Assoziation des Gplba-T5C-Polymorphismus mit dem Auftreten eines
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Myokardinfarkts bzw. eines ischamischen apoplektischen Insults [31]. Ishida et al.
untersuchten im Jahre 2000 eine rein asiatische Population [45]. 156 japanische
koronarangiographierte KHK-Patienten und 158 gesunde Probanden ohne Hinweis
auf eine GefaBerkrankung wurden genotypisiert. Die Patientengruppe bestand aus
107 Patienten mit abgelaufenem Myokardinfarkt, 16 Patienten mit instabiler und 33
Patienten mit stabiler Angina pectoris. Der Gplba-TsC-Polymorphismus war nicht
mit der Koronaren Herzkrankheit assoziiert [45]. 2003 untersuchten Ozelo et al. eine
brasilianische Population aus 180 Patienten mit abgelaufenem Myokardinfarkt und
180 vergleichbare gesunde Probanden [84]. Es zeigte sich keine Assoziation
zwischen dem Gplba-T.5C-Polymorphismus und dem KHK-Schweregrad sowie der
Entstehung eines Myokardinfarktes [84]. 2004 untersuchten Rosenberg et al. das
potentielle Risiko des Gplba-T.5C-Polymorphismus auf die Entstehung eines
Myokardinfarkts. 100 mannliche Patienten junger als 53 Jahre mit einem ab-
gelaufenem Myokardinfarkt sowie 119 gesunde Probanden ohne GefaBerkrankung
wurden genotypisiert. Die (5yC-Genvariante fand sich haufiger in der Patientengruppe
als in der Kontrollgruppe, jedoch ohne statistische Signifikanz. Der Gplba-T5C-
Polymorphismus stellte sich nicht als unabhangiger Risikofaktor fir den akuten
Myokardinfarkt dar. 2001 wurde von Meisel et al. eine Fall-Kontroll-Studie mit 1000
koronarangiographierten KHK-Patienten (759 Manner, 241 Frauen, Durch-
schnittsalter 60,6 Jahre) und 1000 alters- und geschlechtsentsprechenden Kontroll-
individuen (759 Manner, 241 Frauen, Durchschnittsalter 60,5 Jahre) zur Bestimmung
des Einfluss des Gplba-T5C-Polymorphismus auf das Risiko der Koronaren Herz-
krankheit und das Komplikationsrisiko nach perkutaner transluminaler koronarer
Angioplastie (PTCA) durchgefiihrt [72]. Von den koronarangiographierten Patienten
hatten 235 Patienten ein Akutes Koronarsyndrom erlitten (144 Patienten mit instabiler
Angina pectoris, 91 Patienten mit Myokardinfarkt). 673 Patienten mussten einer
interventionellen Therapie unterzogen werden, 269 Patienten erhielten eine PTCA,
278 Patienten eine PTCA mit zusatzlicher Einlage eines Koronarstents. Bei 103
Patienten wurde eine koronare Atherektomie durchgefiihrt. Es erfolgte eine post-
interventionelle Beobachtung Uber 30 Tage hinweg. Als Endpunkte wurden die
erneute Revaskularisierung durch PTCA oder durch aortokoronare Bypassoperation,
Myokardinfarkt und Tod definiert. Alle Probanden wurden auf den Gplba-T5C-
Polymorphismus genotypisiert. Die statistische Analyse zeigte eine signifikante
H&aufung der (5C-Variante innerhalo der Gruppe der Patienten mit Akutem
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Koronarsyndrom (Angina pectoris, Myokardinfarkt) sowie eine signifikante
Assoziation der (5C-Variante des Gplba-T.5C-Polymorphismus mit dem
Komplikationsrisiko der PTCA. Es bestand keine Assoziation mit dem Risiko der
Koronaren Herzkrankheit [72]. Huang el al. untersuchten 2003 bei 54 gesunden
Kaukasiern (26 Manner, 28 Frauen) im Alter von 19 bis 65 Jahren den Einfluss des
Gplba-T5C-Polymorphismus auf die Expression der thrombozytaren Glykoproteine
[44]. Die statistische Auswertung der mittels Genotypisierung und Durchfluss-
zytometrie gewonnen Daten zeigte keine Assoziation mit der Oberflachenexpression
des Gplba-Rezeptors [44]. Erganzend zu der vorliegenden Arbeit fihrten Santoso et
al. Untersuchungen Uber die Oberflachendichte der einzelnen Untereinheiten des
Gplb-1X-V-Komplexes durch [99]. Trager des homozygoten TT-Genotyps sowie
Tréager des homozygoten CC-Genotyps des Gplba-T5C-Polymorphismus ex-
primierten die Untereinheiten Gplba-, GpIX- und GpV- des Gplb-IX-V-Komplexes in
gleicher Anzahl. Somit fand sich auch in dieser Untersuchung keine Assoziation des
Gplba-T5C-Polymorphismus mit der Expressionsrate der Glykoproteine [99].

5.3.3 Studien in denen eine Assoziation des Gplba-T.;C-Poly-
morphismus mit der ischamischen Herzerkrankung
beobachtet wurde

Im Folgenden werden die Studien genannt, in denen eine Assoziation des Gplba-
T(5C-Polymorphismus mit der ischmischen Herzerkrankung im Sinne eines
erhéhten Thromboserisikos oder Myokardinfarktrisikos feststellt wurde.

Durch Afshar-Kharghan et al. wurde 1999 erstmalig die funktionelle Bedeutung des
Gplba-T5C-Genpolymorphismus untersucht [1]. Die Expression des Gplba-
Rezeptors wurde mit Hilfe von Transfektionsuntersuchungen an Ovarialzellen
chinesischer Hamster (CHO-Zellen) untersucht. Die Ovarialzellen wurden zun&chst
mit der Gplba-cDNA (Plasmid) der (sC-Variante, der (sT-Variante oder beiden
Varianten transfiziert. Mittels Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz wurde
dann die Expressionsrate des Gplba-Rezeptors bestimmt. Die CHO-Zellen, welche
mit dem (5C-Plasmid transfiziert wurden, zeigten eine signifikant héhere Ex-
pressionsrate des Gplba-Rezeptors, als die mit dem (.5 T-Plasmid transfizierten CHO-
Zellen. Auch im Vergleich mit den CHO-Zellen, welche mit dem (5C- und (5T-
Plasmid transfiziert wurden, zeigte sich eine signifikant héhere Expressionsrate des
Gplba-Rezeptors fur die CHO-Zellen, welche nur mit dem (.5C-Plasmid transfiziert
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wurden [1]. Zusatzlich genotypisierten Afshar-Kharghan et al. DNA-Proben von Afro-
Amerikanern (n = 92), Finnen (n = 82), australischen Ureinwohnern (n = 38), Sud-
Ost-Asiaten (n = 68) und franzésischen Kaukasiern (Referenzfamilien des CEPH,
Centre d"Etude du Polymorphisme Humain; n = 372). Bei jeweils einer Probe der drei
maoglichen Genotypen des Gplba-T5C-Genpolymorphismus (CC, TC, TT) wurde
dann die Expressionsrate des Gplba-Rezeptors bestimmt. Bei Vorliegen der (5C-
Genvariation des Gplba-T.5C-Polymophismus fanden Afshar-Kharghan et al.
gegenuber der (5 T-Genvariation, eine erhéhte Gplba-Expression [1]. Aufgrund der
entscheidenden Rolle des Gplb-IX-V-Komplexes flir die Thrombozytenadhésion
postulierten Afshar-Kharghan et al. wegen der erhdhten Expression des Glyko-
proteinrezeptors Gplba ein erhdhtes Thromboserisiko und Myokardinfarktrisiko [1].
Im Jahre 2001 untersuchten Cadroy et al. bei 40 gesunden, mannlichen Kaukasiern
zwischen 21 und 41 Jahren den Einfluss des Gplba-TsC-Polymorphismus auf die
Thrombusentstehung bei unterschiedlich starken Scherkraften [16]. Hierflr ver-
wendeten sie eine mit menschlichen Typ | Kollagen beschichtete Flusskammer,
durch welche die Blutproben der zuvor genotypisierten Probanden pulsatil gepumpt
wurden. Bei Scherkraften von 650/s zeigte sich flr heterozygote TC-Genotypen des
Gplba-T5C-Polymorphismus eine signifikant héhere Thrombozytenablagerung pro
Zeiteinheit (4 Minuten), als fir homozygote TT-Genotypen. Cadroy et al. Schluss-
folgerten, dass fur die (5C-Variante des Gplba-T .5 C-Polymorphismus ein erhéhtes
Thrombose- und Myokardinfarktrisiko vorliegt und sahen hierdurch die Ergebnisse
von Afshar-Kharghan et al. bestatigt [1, 16]. In weiteren Messungen bei Scherkréaften
von 2600/s stellten Cadroy et al. keine signifikante Beziehung zwischen dem Gplba-
T(5C-Polymorphismus und der Thrombusentstehung fest [16]. Jilma-Stohlawetz et
al. [46] untersuchten ebenfalls die Rolle des Gplba-T5C-Polymorphismus bei der
Thrombusbildung unter hohen, pathophysiologisch relevanten Scherkraften (5000/s —
6000/s). 233 gesunde Probanden (134 Méanner, 99 Frauen) wurden zunéachst
genotypisiert. Im Gegensatz zu Cadroy et al. [16] fanden sie flir den homozygotem
TT-Genotyp des Gplba-T.5C-Polymorphismus eine um 20% schnellere Thrombus-
bildung gegenliber dem heterozygotem TC-Genotyp [46]. 2002 untersuchten Kenny
et al. den Einfluss des Gplba-T5C-Genpolymorphismus auf das Outcome bei
Patienten mit Akutem Koronarsyndrom [51]. 1014 Patienten mit instabiler Angina
pectoris wurden genotypisiert. Die Patienten entstammten der Studienpopulation der
,LOPUS-TMI 16“-Multicenterstudie, in welcher die Wirksamkeit des Gpllb/llla-
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Antagonisten Orbofiban™ untersucht wurde. Die genotypisierte Population bestand
aus 924 Kaukasiern, 30 Afroamerikanern, 20 Asiaten, 37 Mittel-/Sidamerikanern und
3 Patienten mit gemischtem ethnischen Hintergrund. Das Durchschnittsalter lag bei
58 Jahren. Um den Einfluss ethnischer Unterschiede auszuschliessen, wurden nur
die 924 Kaukasier in die statistische Analyse einbezogen. Es fand sich ein signifikant
erhéhtes Myokardinfarkirisiko flr Patienten mit der (.5C-Variante des Gplba-T5C-
Genpolymorphismus (Myokardinfarktrisiko: homozygoter TT-Genotyp: 2,3%; hetero-
zygoter TC-Genotyp: 5,0%; homozygoter CC-Genotyp: 16,7%) [51]. Zusétzlich wurde
der potentielle Einfluss des Polymorphismus auf die Blutungsneigung bei Patienten
unter Orofiban™-Therapie untersucht. Unter der Annahme, dass bei Vorliegen der
-5C-Variante des Gplba-T5C-Genpolymorphismus die Thrombusentstehung
beginstigt wird, erwarteten Kenny et al. bei Tréagern der (5C-Variante eine ver-
minderte Blutungsneigung. Es fand sich eine geringfligig, jedoch nicht signifikant
verminderte Blutungsneigung bei Tragern des (5C-Allels des Gplba-T5C-Poly-
mophismus [51].

5.4 Vergleich der Studien lber die Assoziation des
Gplba-T5C-Polymorphismus zur ischamischen
Herzerkrankung und den Myokardinfarkt

5.4.1 Erklarungsansatze fiir die kontroversen Studien-
ergebnisse

Im Folgenden sollen methodische Unterschiede der Studien zur potentiellen
Assoziation zwischen dem Gplba-T.5C-Genpolymorphismus und der ischdmischen
Herzerkrankung und dem Myokardinfarkt aufgezeigt werden [20, 21, 24, 31, 45, 51,
72, 84, 91, 99]. Die Arbeiten, welche den Einfluss des Gplba-T.5C-Genpoly-
morphismus auf die Gplba-Expression [1, 20, 44, 99] und die Thrombusbildung
untersuchten [16, 46] werden ebenfalls in die kritische Betrachtung miteinbezogen.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten keine Assoziation des Gplba-
T(5C-Polymorphismus mit dem Risiko der Koronaren Herzkrankheit, dem KHK-
Schweregrad und dem Herzinfarktrisiko, jedoch zeigten Subpopulationsanalysen
eine altersabhéngige Assoziation zwischen dem CC-Genotyp des Gplba-T .5 C-Poly-
morphismus und dem Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit.

Corral et al. [20], Croft et al. [21], Douglas et al. [24], Frank et al. [31], Ishida et al.
[45], Meisel et al. [72], Ozelo et al. [84] und Rosenberg et al. [91] konnten ebenfalls
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keine Assoziation des Gplba-T.5C-Genpolymorphismus mit der ischadmischen Herz-
krankheit feststellen. Nur Kenny et al. [51], Afshar-Kharghan et al. [1], Cadroy et al.
[16] und Jilma-Stohlawetz et al. [46] fanden eine Assoziation des Gplba-T5C-Gen-
polymorphismus mit der ischamischen Herzerkrankung. Kenny et al. stellten ein
signifikant erhéhtes Myokardinfarktrisiko fur Patienten mit der (5C-Variante des
Gplba-T5C-Genpolymorphismus fest [51]. Auch Afshar-Kharghan et al. und Cadroy
et al. schlussfolgerten aus ihren Studienergebnissen ein erhéhtes Thrombose- und
Myokardinfarktrisiko fur die (.5 C-Genvariation des Gplba-T5C-Polymophismus [1,
16]. Jilma-Stohlawetz et al. hingegen stellten in ihrer Arbeit fir die homozygote (5T-
Variante (TT) ein erh6éhtes Thrombose- und Myokardinfarktrisiko fest [46].

Im Vergleich der Studien untereinander zeigten sich bezlglich der GréBe der
Studienpopulationen deutliche Unterschiede. In der vorliegenden Arbeit wurden 3015
mannliche Probanden untersucht, davon 2492 koronarangiographierte Patienten und
523 gesunde Probanden als Kontrollgruppe. Die Studienpopulationen der anderen
Forschungsgruppen waren z. T. deutlich kleiner (Meisel et al.: 1000 KHK-Patienten,
1000 Kontrollindividuen [72]; Kenny et al.: 924 Patienten [51]; Croft et al.: 539
Patienten, 498 Kontrollprobanden [21]; Douglas et al.: 256 Patienten [24]; Frank et
al.: 184 Patienten, 384 Kontrollen [31]; Ozelo et al.: 180 Patienten, 180 Kontrollen
[84]; Ishida 156 Patienten, 158 Kontrollen [45]; Corral et al.: 101 Patienten, 139
Kontrollen [20]; Rosenberg et al. 100 Patienten, 119 Kontrollen [91]).

Weitere Unterschiede bestanden in der Definition, bzw. der Art der Diagnose-
stellung der Koronaren Herzkrankheit. In der vorliegenden Arbeit waren alle
Patienten einer Koronarangiographie unterzogen worden. Durch Verwendung des
Gensini-Scores konnten genaue Angaben Uber den Schweregrad der Koronaren
Herzkrankheit gemacht werden (s. Kap. 3.2, S. 15). Nur bei Douglas et al. [24], Ishida
et al. [45] und Meisel et al. [72] wurde die KHK ebenfalls durch eine Koronarangio-
graphie diagnostiziert. Bei Corral et al, [20], Croft et al. [21], Frank et al. [31], Ozelo et
al. [84], Rosenberg et al. [91] und Kenny et al. [51] erfolgte die Diagnosestellung mit
Hilfe klinischer Kriterien, wie z.B. ein abgelaufenes Akutes Koronarsyndrom (Angina
pectoris, Myokardinfarkt). Werden jedoch fir die Diagnostik bzw. Definition der
Koronaren Herzkrankheit nur klinische Parameter herangezogen, so ist die Aussage-
kraft zur Assoziation des Gplba-T.5C-Polymorphismus mit dem Risiko der
Koronaren Herzkrankheit kritisch zu werten. Ein Patient mit abgelaufenem Myokard-

infarkt muss nicht zwingend an einer schweren Koronaren Herzkrankheit leiden.
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Auch in einem nicht signifikant stenosiertem Koronargefa (Lumeneinengung < 50%)
kann es durch eine Plaqueruptur zu einem akuten thrombotischen Verschluss und
Ausbildung eines Akuten Koronarsyndroms kommen. Wird eine Koronare Herz-
krankheit nur unter Verwendung klinischer Kriterien diagnostiziert, so wird ein Patient
mit einem abgelaufenem Akuten Koronarsyndroms auch dann in die statistische
Analyse miteinbezogen, wenn keine signifikanten Koronarstenosen vorliegen und
somit definitionsgemaB keine KHK besteht. In einem solchen Fall wird jedoch nicht
der Einfluss auf das KHK-Risiko bzw. deren Schweregrad erfasst, sondern eher der
potentielle Einfluss des Gplba-T5C-Polymorphismus auf akute thrombotische
Ereignisse. Die Validitat der Aussage Uber den Einfluss auf das KHK-Risiko bzw.
deren Schweregrad wird hierdurch eingeschrankt. In den drei Studien, bei denen die
Diagnosestellung der KHK auch mittels Koronarangiographie erfolgte (Douglas et al.
[24], Ishida et al. [45] und Meisel et al. [72]), wurde wie in der vorliegenden Arbeit
keine Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-Polymorphismus und der Koronaren
Herzerkrankung festgestellt. Interessanterweise fanden Douglas et al. in ihrer Arbeit
eine signifikante Assoziation des homozygoten TT-Genotyps des Gplba-T.5C-Poly-
morphismus mit dem Auftreten eines Myokardinfarkts. Die genotypisierte Studien-
population war mit 88 Myokardinfarkt-Patienten (79 Manner, 9 Frauen) jedoch relativ
klein [24]. In der vorliegenden Arbeit wurden hingegen 1180 Myokardinfarkt-
Patienten untersucht (s. Kap. 3.5, S. 15). Im Gegensatz zu Douglas et al. [24] stellten
Meisel et al. eine signifikante H&ufung der (5C-Variante bei Patienten mit ab-
gelaufenem Akuten Koronarsyndrom (Myokardinfarkt, n = 91; Angina pectoris n =
144) fest sowie eine signifikante Assoziation der (5C-Variante des Gplba-T5C-
Genpolymorphismus mit dem PTCA-Komplikationsrisiko [72]. Auch bei Meisel et al.
war die Anzahl der Myokardinfarktpatienten (n = 91) deutlich geringer als in der
vorliegenden Arbeit. Die von Douglas et al. beschriebene signifikante Assoziation
des homozygoten TT-Genotyp mit dem Auftreten eines Myokardinfarkis wurde
indirekt durch die Untersuchungen von Jilma-Stohlawetz et al. [46] Uber die Rolle des
Gplba-T5C-Polymorphismus bei der Thrombusbildung unterstitzt. Jilma-Stohlawetz
et al. stellten bei Vorliegen des homozygotem TT-Genotyp eine um 20% schnellere
Thrombusbildung als flr den heterozygoten TC-Genotyp fest [46] Die Thrombus-
entstehung wurde bei Scherkraften von 5000/s — 6000/s gemessen. Solche
pathophysiologisch hohen Scherkréafte finden sich vor allem an atherosklerotisch
veranderten KoronargefdBabschnitten. Eine schnellere Thrombusbildung kénnte
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durchaus die Entstehung eines Myokardinfarkts begtnstigen. Cadroy et al. flhrten
ebenfalls Untersuchungen zur Thrombusbildung durch [16]. Die Messungen erfolgten
bei Scherkraften von 650/s und 2600/s. Bei hohen Scherkraften (2600/s) zeigte sich
im Gegensatz zu Jilma-Stohlawetz et al. [46] keine signifikante Beziehung zwischen
dem Gplba-T5C-Polymorphismus und der Thrombusentstehung [16]. Bei niedrigen
Scherkraften (650/s) stellten sie fur heterozygote TC-Genotypen eine signifikant
hdhere Thrombozytenablagerung pro Zeiteinheit als bei homozygoten TT-Genotypen
fest [16]. Die Ergebnisse von Jilma-Stohlawetz et al. [46] und Cadroy et al. [16]
zeigten fir den homozygoten TT-Genotyp widerspriichliche Ergebnisse, jedoch
erfolgten die Messungen der Thrombusbildung bei unterschiedlich starken Scher-
kraften (Jilma-Stohlawetz et al. [46]: 5000/s — 6000/s; Cadroy et al. [16]: 2600/s). Es
ist durchaus moglich, dass der potentielle Einfluss der Genotypvarianten des Gplba-
T(5C-Polymorphismus auf die Thrombusbildung von den lokalen Scherkraften
abhéangig ist und erst bei hohen Scherkraften von 5000/s — 6000/s, jedoch nicht bei
2600/s darstellbar ist.

Neben der unterschiedlichen Probandenanzahl bestanden auch Unterschiede in
der Geschlechtsverteilung und dem ethnischen Hintergrund der Studienpopulationen.
Mannliches Geschlecht gilt als ein unbeeinflussbarer Risikofaktor der KHK. Méanner
sind zwei- bis dreimal haufiger betroffen als Frauen. Wird von einer allgemein
anerkannten protektiven Wirkung weiblicher Hormone ausgegangen, so ergeben
sich, unabhangig von anderen Risikofaktoren, bereits geschlechtsabhangige Unter-
schiede in der Inzidenz und Progredienz ischamischer Herzerkrankungen. Manner
sind zwei- bis dreimal h&ufiger betroffen als Frauen. In der vorliegenden Unter-
suchung wurden nur mannliche Patienten untersucht, wohingegen von Douglas et al.
[24], Meisel et al. [72] und Ishida et al. [45] mannliche und weibliche Probanden
untersucht wurden. Bezliglich des ethnischen Hintergrundes setzte sich die Studien-
population bei Douglas et al. aus Kaukasiern und indischen Asiaten zusammen [24].
Bei Meisel et al. [72] bestand die Studienpopulation aus Kaukasiern, bei Ishida et al.
aus Probanden asiatischer Abstammung [45]. Auch wenn der statistische Vergleich
der Allelfrequenzen der (5C- und (5 T-Variante des Gplba-T .5 C-Genpolymorphismus
keine signifikanten Unterschiede aufwies (s. Kap. 5.3.1 S. 67), ist es durchaus
denkbar, dass die Funktion des Gplba-T5C-Polymorphismus und seine Rolle bei
der Thrombusbildung durch bis dato noch unbekannte ethnischen Faktoren
beeinflusst wird.
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Die Vergleichbarkeit der Arbeiten von Corral et al. [20], Croft et al. [21], Frank et al.
[31], Ozelo et al. [84] und Rosenberg et al. [91] wurde ebenfalls durch deutliche
Unterschiede in der Probandenanzahl, der Diagnose der KHK sowie der
Geschlechtsverteilung eingeschrankt. Corral et al. [20], Croft et al. [21] und Ozelo et
al. [84] zogen mannliche und weibliche Probanden in ihre Untersuchung mit ein,
Rosenberg et al. untersuchten nur mannliche Patienten [91], Frank et al. hingegen
nur weibliche Patienten [31]. Bei Corral et al. [20] und Croft et al. [21] bestand die
Studienpopulation aus Kaukasiern, Ozelo et al. [84] untersuchte eine hochgradig
heterogene brasilianische Population mit europaischen, afrikanischen und std-
amerikanisch-indianischen Ursprung. Rosenberg et al. [91] genotypisierten
Probanden mit asiatisch-afrikanischer, européisch-amerikanischer und israelischer
Abstammung. Croft et al. untersuchten 539 Myokardinfarkt-Patienten und fanden
keine Assoziation mit dem Gplba-T.5C-Genpolymorphismus. Eine zusétzliche
Analyse einer Subpopulation von Patienten < 55 Jahre zeigte ebenfalls keine
Assoziation mit dem Myokardinfarktrisiko [21]. Diese Ergebnisse fanden sich auch in
der vorliegenden Arbeit (s. Kap. 4.6, S. 60). Die Ergebnisse von Rosenberg et al.
waren von besonderem Interesse, da alle untersuchten Patienten jinger als 53 Jahre
waren. Rosenberg et al. fanden keine signifikante Haufung der (5C-Genvariante in
der Myokardinfarktgruppe [91]. Frank et al. fanden keine Assoziation des Gplba-T
(-5)C-Polymorphismus mit dem Auftreten eines Myokardinfarkts [31]. Die von Frank et
al. untersuchte Studienpopulation aus 184 Frauen mit abgelaufenem Myokardinfarkt
bzw. ischamischen apoplektischen Insult war zur Analyse eines mdglichen pro-
thrombotischen Risikos besonders geeignet, da Myokardinfarkt und apoplektischer
Insult ungewdhnliche und seltene Ereignisse bei jungen Frauen darstellen. Corral et
al. fanden keine Assoziation zwischen dem Gplba-T.5C-Polymorphismus und dem
KHK-Risiko [20]. Zusatzlich untersuchten Corral et al. den Einfluss der Genotyp-
Varianten des Gplba-T.5C-Polymorphismus auf die Rezeptordichte von Gplba [20].
Sie stellten im Gegensatz zu Afshar-Kharghan et al. keine Assoziation zwischen dem
Gplba-T5C-Polymorphismus und der Rezeptordichte von Gplba fest [20]. Die
Erklarung dieser diskrepanten Ergebnisse ist wiederum in der stark unterschiedlichen
Anzahl an Probanden zu suchen. Afshar-Kharghan et al. untersuchten nur 9 aus-
gewahlte Einzelspender [1], wohingegen Corral et al. Proben von 139 Probanden
analysierten [20]. Zusatzlich ist kritisch anzumerken, dass Afshar-Kharghan et al. die
Untersuchungen mit statischen Gewebekulturen durchflihrten. Unter physiologischen
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bzw. pathophysiologischen Bedingungen, wie man sie in einer atherosklerotisch
veranderten Koronararterie findet, laufen wahrscheinlich andere Regulations-
mechanismen ab und beeinflussen die Oberflachenexpression der thrombozytaren
Glykoproteine auf andere Art und Weise als unter diesen Laborbedingungen.

Die methodischen M®dglichkeiten zur Untersuchung der physiologischen sowie
pathophysiologischen Ablaufe in einer Koronararterie sind noch sehr begrenzt. Die
komplexen Mechanismen auf zellularer und molekularer Ebene sind nur ein-
geschrankt erfassbar und in ihrer Gesamtheit und ihrem Zusammenspiel noch nicht
verstanden. Die Entdeckung, dass Polymorphismen der Gene thrombozytarer
Glykoproteine die Thrombusentstehung beeinflussen, ist noch relativ neu und die
Kenntnisse dartber sind noch sehr gering. Aufgrund der komplexen multifaktoriellen
Genese der Atherosklerose, bzw. der Koronaren Herzkrankheit ist davon aus-
zugehen, dass ein einzelner Genpolymophismus, wie der Gplba-T.5C-Genpoly-
mophismus, nur eine eingeschrankte Bedeutung in dieser Genese besitzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die klinische Relevanz des Gplba-T.5C-
Genpolymophismus fiir die Koronare Herzkrankheit und den Myokardinfarkt zu
erfassen. Wie in den vorhergehenden Absatzen dargestellt wurde lassen sich die
aufgefihrten kontroversen Studienergebnisse durch das unterschiedliche Studien-
design (Gr6Be der Studienpopulation, ethnische und geschlechtliche Zusammen-
setzung) der verschiedenen Studien erklaren. Zusatzlich ist kritisch anzumerken,
dass alle Studien, auch die vorliegende Arbeit, retrospektiv angelegt waren. Dies ist
insbesondere fiir die Untersuchung des Einflusses des Gplba-T.5C-Polymorphismus
auf das Myokardinfarktrisiko als problematisch anzusehen, da bei einem retro-
spektiven Vorgehen nur die Patienten in die Analyse miteinbezogen werden kdénnen,
die den Myokardinfarkt Uberlebt haben. Es ist jedoch theoretisch vorstellbar, dass die
Trager eines unginstigen Genotyps des Gplba-T.5C-Polymorphismus gerade aus
diesem Grund einen Herzinfarkt nicht Uberleben und folglich auch nicht in eine
retrospektive Untersuchung miteinbezogen werden, was zu einer Verfalschung des
Ergebnises filhren kann (,Uberlebens-Bias®).

Bezlglich der Erebnisse der vorliegenden Arbeit ist hervorzuheben, dass neben
dem ,negativen“ Ergebnis der fehlenden Assoziation zwischen dem Gplba-T5C-
Genpolymorphismus und dem KHK-Risiko sowie dem KHK-Schweregrad mit der
festgestellten altersabhangigen Assoziation zwischen dem CC-Genotyp des Gplba-
T(5C-Polymorphismus und dem Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit auch ein
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Jpositiver” Befund erhoben wurde. Die Ergebnisse anderer Studien werden hierdurch
maBgeblich erweitert. Aufgrund der GréBe und Homogenitat der untersuchten
Studienpopulation sowie der Diagnosestellung der Koronaren Herzkrankheit mittels
Koronarangiographie und Verwendung des Gensini-Scores zur genauen Schwere-
gradeinteilung, sind die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse zum
potentiellen Einflusses des Gplba-T5C-Genpolymorphismus auf das Risiko und den
Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit als valide und reliabel anzusehen.

5.4.2 Ausblick auf zukiinftige Studien

Der thrombozytdre Glykopreoteinrezeptor-Komplex Gplb-IX-V ist der ent-
scheidende Faktor in der kontrollierten und schnellen, scherkraftabhangigen
Thrombozytenadhésion und —aggregation der physiologischen Hamostase bzw. der
pathophysiologischen Thrombusbildung. Aus medizinisch-pharmakologischer Sicht
stellen der Gplb-1X-V-Komplex bzw. seine Untereinheiten (Gplba, GplbB, GpV, GplIX)
wichtige mégliche Angriffspunkte fir therapeutische Interventionen dar, um méglichst
frih die Kaskade der pathophysiologischen Thrombusbildung zu durchbrechen oder
zumindest einzuddmmen. Insbesondere in der Therapie des Akuten Koronar-
syndroms koénnte ein spezifischer Rezeptorantagonist, ahnlich den Gpllb-llla-
Rezeptorantagonisten, von groBem Nutzen sein. Ein besonderer Vorteil eines Gplb-
IX-V Rezeptorantagonisten wére, dass die Kaskade der Hamostase bereits auf der
Ebene der initialen Thrombozytenadh&sion durchbrochen werden kénnte. Im
Rahmen der Untersuchungen Uber die Funktion und Struktur der thrombozytaren
Glykoproteinrezeptoren wurden in den entsprechend kodierenden Genen Poly-
morphismen entdeckt [1, 77, 83, 92, 93]. Fir einige dieser Genpolymorphismen
zeigten sich Assoziationen mit dem Risiko flr atherosklerotische Erkrankungen [83,
80, 92, 93, 98]. Die Ergebnisse bisheriger Studien Uber den potentiellen Einfluss des
Gplba-T5C-Polymorphismus auf das Risiko der Koronaren Herzerkrankung sind
sehr kontrovers (s. Kap. 5.3, S. 67 und Kap. 5.4., S. 73). Grinde hierfir wurden
benannt (s. Kap. 5.4.1, S. 73). Um die Bedeutung und die funktionellen Ablaufe
sowie die physiologischen bzw. pathophysiologischen Konsequenzen des Gplba-T
(-5)C-Polymorphismus besser zu verstehen sind prospektive Studien mit grossen
Studienpopulationen erforderlich, welche die epidemiologischen, genetischen und
funktionellen Parameter in ihrer Gesamtheit erfassen. Als bestes Beispiel einer
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groBen, prospektiven Studie ist die bereits 1948 begonnene Framingham-Studie
anzufthren [22]. Sie stellt die bedeutendste systematische, prospektive Studie Uber
Ursachen und Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit und Artherosklerose dar.
Die in den letzten Jahren entdeckten Genpolymorphismen mit Anhalt fiir mdgliche
Assoziationen mit der Koronaren Herzkrankheit sollten, wie die bereits gesicherten
Risikofaktoren, mit Studien entsprechend der Framingham-Studie untersucht werden.
Sollten sich der Gplba-T .5 C-Polymorphismus, bzw. weitere Genpolymophismen der
thrombozytaren Glykoproteine als Risikoindikatoren bzw. Risikofaktoren, wie der
Zigarettenkonsum oder die arterielle Hypertonie, erweisen, so sollten Vorsorge-
untersuchungen bezliglich der Koronaren Herzkrankheit durch eine Genotypisierung

auf den jeweiligen Polymorphismus erganzt werden.
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6 Zusammenfassung

Der potentielle Einfluss des Gplba-T 5;C-Genpolymorphismus auf
das Risiko und den Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit

Der thrombozytare Glykoproteinkomplex Gplb-1X-V ist der wichtigste Rezeptor fir
den von-Willebrand-Faktor (VWF) und ist entscheidend fir die initiale Thrombus-
entstehung. FUr die Untereinheit Gplba sind verschiedene Genpolymorphismen
bekannt. Im Jahre 1996 wurde erstmalig ein Polymorphismus (T.5C bzw. Kozak-
Sequenz-Polymorphismus) innerhalb der fir die Translation verantwortlichen
Sequenz des Gplba-Gens beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde der potentielle Einfluss des Gplba-T .5C-
Polymorphismus (Kozak-Sequenz-Polymorphismus) auf das Risiko und den
Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit (KHK) untersucht. 2492 koronar-
angiographierte Patienten und 523 herzgesunde Probanden (Kontrollgruppe) wurden
genotypisiert. Die Genotypisierung erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
und Restriktionsfragmentlangenpolymorphismusanalyse (RFLP) mit der Endo-
nuklease PpuMi. Die Definition des KHK-Schweregrades erfolgte nach Anzahl der
betroffenen KoronargefaBe (Null-, Eins-, Zwei- oder DreigeféBerkrankung) und durch
Verwendung des Gensini-Score. Die Verteilung der Gplba-T5C-Genotypen befand
sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Es zeigte sich keine Assoziation zwischen dem Gplba-T .5 C-Genpolymorphismus
und dem Risiko der Koronaren Herzkrankheit sowie dem Risiko des Myokardinfarkts.

Bei Definition des KHK-Schweregrades nach Anzahl der betroffenen Koronar-
gefaBe (keine signifikanten Stenosen, Ein-, Zwei-, DreigefaBerkrankung) zeigte sich
keine Assoziation des Gplba-T5C-Polymorphismus mit dem Schweregrad der
koronaren Herzkrankheit innerhalb der Gesamtpopulation und in Niedrigrisiko- und
Hochrisikogruppen (Herzgesunde vs. KHK-Patienten).

Bei Einteilung des Schweregrades der Koronaren Herzkrankheit nach Gensini
(Bericksichtigung der unterschiedlichen funktionellen Relevanz von Koronar-
stenosen) fand sich bei Patienten mit homozygotem CC-Genotyp und einem Alter
unter 56 Jahren (25. Perzentile) ein héherer KHK-Schweregrad als bei Patienten mit
heterozygotem TC-, bzw. homozygotem TT-Genotyp und somit eine signifikante
Assoziation zwischen dem homozygotem CC-Genotyp des Gplba-T5C
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Polymorphismus und dem KHK-Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit
(Herzgesunde vs. KHK-Patienten).

Schlussfolgerung:

Bei jungeren KHK-Patienten unter 56 Jahren besitzt der Gplba-T.5C-Poly-
morphismus Einfluss auf den Schweregrad der KHK (Definition gemaB Gensini).
Insbesondere flr die jingeren Patienten, welche in Bezugnahme auf die etablierten
KHK-Risikofaktoren, den Niedrigrisikogruppen zugeordnet werden kénnen (ohne
Diabetes mellitus; ohne Diabetes mellitus und arteriellem Hypertonus; ohne Diabetes
mellitus, arteriellem Hypertonus und Zigarettenkonsum) stellt der CC-Genotyp des
Gplba-T5C-Polymorphismus ein Risikoindikator fir die Ausbildung eines héheren
KHK-Schweregrades dar. Assoziationen zwischen der Gplba-T.5C-Genvariation
einerseits und dem KHK-Risiko, dem KHK-Schweregrad nach klinischer Definition
und dem Myokardinfarkirisiko andererseits konnten jedoch weder in der
Gesamtpopulation noch in Niedrig- oder Hochrisikogruppen identifiziert werden. Es
kann daher gefolgert werden, dass sich die Bedeutung des Gplba-T.5C-
Polymorphismus fir die ischamische Herzerkrankung auf die beschriebenen
Subpopulationen beschrankt. In prospektiven Studien sollten diese Befunde

Uberprift werden.
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7 Summary

The Impact of the Gplba-T 5C-Polymorphism on the Risk and
Extent of Coronary Heart Disease

The platelet membrane glycoprotein Ib-IX-V (Gplb-IX-V) complex is a major
receptor for von-Willebrand-factor (VWF), which plays a key role in the initial
development of thrombi. Several polymorphic variants of the Gplba subunit are
known. In 1996, a single nucleotide dimorphism in the translation site of the Gplba
gene was described (T.5)C-polymorphism or Kozak-sequence-polymorphism).

In this study the impact of the Gplba-T.5C-polymorphism as a risk indicator of
coronary heart disease (CHD) was analyzed by genotyping 2492 participants who
underwent coronary angiography and 523 healthy individuals. Genotyping was
performed by PCR-RFLP using PpuMi endonuclease. Gplba-T5C genotypes of the
study sample were in Hardy-Weinberg equilibrium.

No associations were observed between the Gplba-T5C-polymorphism and the
risk of coronary heart disease and myocardial infarction. This observation applied
also to the extent of coronary heart disease, when it was defined by the number of
diseased vessels. However, when the degree of coronary artery disease was defined
by the Gensini-Score, CC homocygotes had clearly higher scores (p = 0.02), when
the study sample was restricted to participants younger than 56 years (25"
percentile). CC homocygotes younger than 62 years (50" percentile) tended to have
higher scores (p = 0.06) whereas not any differences were detected in the total
sample.

Conclusion:

In young patients under 56 years with coronary heart disease the Gplba-T .5C-
polymorphism had influence on the severity of coronary heart disease. Especially for
young patients who are in a low-risk-groups (based on the established risk factors for
coronary heart disease: without diabetes, without diabetes + arterial hypertension,
without diabetes + arterial hypertension + smoking habits) the CC-genotype of the
Gplba-T5C-polymorphism is a risk indicator for the development of a higher extent
of coronary heart disease. However, associations between the Gplba-gene variation
and the risk for coronary heart disease and extent of coronary heart disease (defined
clinically) and also risk of myocardial infarctation could be identified neither in low-
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risk- nor in the high-risk-groups. It can therefore be concluded that the impact of the
Gplba-T(5C-polymorphism on ischemic heart disease is restricted to the
subpopulations mentioned above. These conclusions should be checked in

prospective studies.
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