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1. Einleitung

1. 1. Koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt

In den Industrielandern stellt die koronare Herzkrankheit die haufigste Todesursache
dar. Man schatzt, dass 5-10 % der mannlichen Bevdlkerung an der koronaren
Herzkrankheit leiden. Die KHK ist definiert als Einengung bzw. Stenosierung von
HerzkranzgefalBen durch arterioskleroische Gefallwandschaden mit dadurch
verursachter Sauerstoffminderversorgung des Myokards. Manifestationen der
koronaren Herzkrankheit sind die Angina pectoris, der Myokardinfarkt, die
ischamische Herzmuskelschadigung mit Linksherzinsuffizienz, Herzrhythmus-
storungen und der plotzliche Herztod. Als Erstmanifestationen finden sich in 55 %
eine Angina pectoris, in 25 % ein Herzinfarkt und in 20 % der pl6tzliche Herztod. Man
kennt heute zahlreiche etablierte Risikofaktoren der KHK. Diese werden in
unbeeinflussbare und beeinflussbare Risikofaktoren unterteilt. Zu den erstgenannten
gehoren das méannliche Geschlecht, das Lebensalter und die familidre Disposition.
Den beeinflussbaren Risikofaktoren 1. Ordnung wie Hypertonus, Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie, metabolisches Syndrom, und Zigarettenrauchen stehen die
beeinflussbaren 2. Ordnung gegenlber. Zu diesen gehéren Hyperfibrinogenamie,
Hyperhomocysteinamie, hohes Lipoprotein(a), Bewegungsmangel und psycho-
soziale Risikofaktoren wie z. B. negativer Stress und niedriger sozialer Status. Wenn
zwei Risikofaktoren 1. Ordnung vorhanden sind, ist das Infarktrisiko im Vergleich zu
einer Normalperson um das Vierfache erhoht, bei Vorliegen von drei Risikofaktoren
1. Ordnung besteht ein zehnfaches Risiko.

In Deutschland erleiden ca. 200.000 Menschen pro Jahr, d. h. 330 auf 100.000
Bewohner, einen Herzinfarkt. Das mannliche Geschlecht ist dabei zwei- bis dreimal
haufiger betroffen als das weibliche Geschlecht. Der Herzinfarkt entsteht meist auf
dem Boden der koronaren Herzkrankheit mit Stenose der Koronararterien. Haufig
wird der Herzinfarkt durch das Aufbrechen eines arteriosklerotischen Atheroms und

die Bildung eines gefal3verschlieRenden Thrombus eingeleitet.
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Mehr als die Halfte der Todesfalle nach einem Herzinfarkt ereignen sich noch vor der
Klinikaufnahme. Mit Einfihrung der Intensivstationen konnte die Infarktsterblichkeit
wahrend des Kilinikaufenthaltes von 30 % auf ca. 12 % gesenkt werden.
Haupttodesursachen sind heute nicht beherrschbare maligne Herzrhythmus-
storungen und die Manifestation einer progredienten Herzinsuffizienz. Ungeféahr 20 %
der Patienten, die den akuten Herzinfarkt tberleben, versterben innerhalb des

nachsten Jahres.

1. 2. Genpolymorphismen und KHK bzw. Myokardinfarkt

Durch die groRBen Fortschritte der Molekularbiologie in den letzten beiden
Jahrzehnten und durch das Bestreben, das gesamte menschliche Genom
aufzuklaren, konnten auch DNA-Sequenzen und Mutationen nachgewiesen werden,
die in Verdacht stehen, mit bestimmten Erkrankungen assoziiert zu sein. Die

Entwicklung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) durch den amerikanischen

Biochemiker Kary Mullis [84] erleichterte die Identifikation von Verdnderungen im

menschlichen Genom. Man spricht von einem Genpolymorphismus, wenn ein

einzelner varianter Genotyp haufiger als bei 1 % der Population vorkommt.

Die Frage nach der Bedeutung von Genpolymorphismen fir die Entstehung der

koronaren Herzkrankheit und des Myokardinfarkts stellt die Grundlage dieser Studie

dar. Aufgrund bisheriger Erkenntnisse werden mehrere Genpolymorphismen
verdachtigt, in ursachlicher Beziehung zur KHK und zum Myokardinfarkt zu stehen.

Diese wurden in Kandidaten-Genen von Proteinen aus Stoffwechselprozessen

nachgewiesen, die einen Einfluss auf die Inzidenz und Progredienz ischamischer

Herzerkrankungen haben. Wichtige Beispiele hierflr sind:

1. Fettstoffwechsel: Sequenzwiederholung (TTTTA), an Position —1400 und die
Punktmutationen G/A an Position —-914, C/T an Position —49 und G/A an
Position —-21 im Apo(a) Gen [9]; Insertion/Deletion Polymorphismus des
Apolipoprotein B (Apo B) Signal Peptid Gens [34]; Punktmutation G/A an Position
—75 und C/T an Position 83 im Apoliporotein A-1 (Apo A-1) [98]

1. Einleitung 2



2. Renin-Angiotensin-System: Insertion/Deletion Polymorphismus im Intron 16 des
Angiotensin-1-converting-Enzym (ACE) Gen [2; 37]; A1166C Polymorphismus
des Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor Gens [33]

3. Homocystein-Stoffwechsel: C677T Genpolymorphismus des 5°-10"-Methylen
tetrahydrofolat-Reduktase Gens [36; 48]

4. Entzindungsreaktionen: Nucleotid Substitution in der 5°-Region an Position —174
(G/C), an Position -572 (G/C) und an Position 596 (G/A) im Interleukin-6 Gen
[44]; Punktmutationen C/A an Position —863 und G/A an Position —308 im Tumor
Nekrose Faktor-a Gen [59]

5. NO modulierender Stoffwechsel: G/T Punktmutation an Position 1917 des
NO-Synthase Gens [31; 52]; Wiederholungspolymorphismus einer aus 27
Basenpaaren (bp) bestehenden Sequenz im Intron 4 des NO-Synthase Gens
[31; 129]

6. Metalloproteinasen: C/T Polymorphismus an Position 1562 des Gelatinase B
Gens, das die Matrixmetalloproteinase-9 kodiert [126]

7. Fibrinogen-System: G/A Punktmutation an Position —455 des [3-Fibrinogen Gens
[35; 47; 117]; 4G/5G Insertion/Deletion Polymorphismus in der Promotor-Region
des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI1) Gens [21; 32]

8. Plasmatische Gerinnung: G/A Mutation an Position 20210 im Prothrombin
(Faktor Il) Gen [25; 28; 41]; G1691A Punktmutation im Faktor V Gen [28; 41]

9. Zellulare Gerinnung: C807T Punktmutation im GP la Gen [106]; CTG/GTG
Mutation im Kodon 125 des CD 31 (PCAM-1) Gen [7; 30]; C.sT Kozak
Polymorphismus des GP Ib Gens [1; 107]; A/G Polymorphismus an Position 1648
des GP la Gens [60]

Insbesondere die Komponenten der Gerinnungs- und Fibrinolysesysteme, die eine

zentrale Rolle bei der Entstehung der KHK und des Myokardinfarkts spielen

[28; 30; 35; 117], werden derzeit durch mehrere Arbeitsgruppen auf genetische

Veranderungen untersucht [1; 29; 47; 107].

Im Mittelpunkt der hier vorgelegten Studie steht der sogenannte PPLYA2

Genpolymorphismus des Thrombozytenmembranglykoproteins llla.
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1. 3. Aufbau und Funktion des Thrombozytenmembranglykoprotein
lIb/1lla

Die Mechanismen der Hamostase und Thrombose erfordern ein enges
Zusammenspiel zwischen Thrombozyten, Endothel, plasmatischen Gerinnungs-
faktoren und Strukturen der GefaBwand (extrazellulare Matrix). Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Zellformen, die durch eine Vielzahl von spezifischen
Adhéasionsrezeptoren ermdglicht und reguliert werden, spielen dabei eine
wesentliche Rolle.

Normale Funktionen der leuzinreichen Glykoproteine, der Selektine, der Rezeptoren
vom Immunoglobulintyp und der Integrine bilden eine unabdingbare Voraussetzung
fur die Thrombozytenfunktion. Dabei sind Integrine Adhasionsrezeptoren, die
Strukturen des Zytoskeletts mit der extrazellularen Matrix verbinden. Integrine
kommen ubiquitar vor und finden sich nahezu auf allen Zellen [45; 93]. Neben der
Thrombozytenaggregation und -adhasion sind Integrine an der Gewebeentwicklung
und -differenzierung, am Krebszellwachstum und der Metastasierung beteiligt.
Integrine sind nichtkovalent verbundene Heterodimere, die jeweils aus einer a- und
b-Untereinheit bestehen. Bisher sind 8 b- und 14 a-Untereinheiten bekannt. Die b-
Untereinheit dient der drukturellen Unterteilung, die a-Untereinheit determiniert die
Spezifitat [113]. Funf verschiedene Integrine wurden bisher auf Thrombozyten
beschrieben, drei der b;-Klasse (a2b; = Kollagenrezeptor, asb; = Fibronektinrezeptor,
agh1 = Lamininrezeptor) und zwei der bs-Klasse (apbs = Fibrinogenrezeptor, aybs =
Vitronektinrezeptor). Das Glykoprotein lIb/llla (awbs, GP llb/llla) gehort zu den
bs-Integrinen und ist Bestandteil der thrombozytaren Plasmamembran, des offenen
kanalikularen Systems und der a-Granula [40; 45; 68].

GP lIb/llla ist ein Fibrinogen-Rezeptor. Diese Eigenschaft ermdglicht die
Wechselwirkung der Thrombozyten untereinander. Die zentrale Aufgabe des
Fibrinogenrezeptors GP lIb/llla ist die Bindung von loslichem Fibrinogen an die
aktivierte Thrombozytenoberflache, dem ersten Schritt der Thrombozytenaggregation
(primare Aggregation). Mit einer durchschnittlichen Oberflachenbesetzung von

60.000 bis 100.000 Rezeptoren pro Thrombozyt ist es mengenmal3ig das am
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haufigsten vorkommende Membranglykoprotein der Blutplattchen (1-2 % des
Gesamtproteingehalts). 70 % der Rezeptoren liegen konstitutiv auf der Oberflache
exprimiert vor, die restlichen 30 % werden erst nach Thrombozytenaktivierung aus
den intrazellularen Speichern (offenes kanalikulares System und a-Granula) an die
Oberflache freigesetzt [94]. Die bs-Kette (llla) des GPIIb/llla Rezeptors besitzt ein
Molekulargewicht von 90 kDa; die a,-Kette (IIb) ist 145 kDa schwer und besteht aus
einer grol3en (,heavy chain“, 125 kDa) und einer kleinen (,light chain®, 23 kDa)
Untereinheit [96].

Es werden folgende Funktionszustédnde des GP llb/llla-Komplexes unterschieden:
Unter physiologischen Verhaltnissen tragen zirkulierende Blutplattchen einen
ssuhenden, nicht aktivierten GP lIb/llla-Rezeptor an ihrer Oberflache (niedrigaffiner
Funktionszustand) [39; 40; 94]. Im nichtaktivierten niedrigaffinen Zustand kann GP
lIb/llla nur immobilisiertes nicht aber l6sliches, plasmatisches Fibrinogen binden.
Eine Aktivierung der Thrombozyten fuhrt zur raschen Konformationsanderung des
GP lib/llla-Komplexes und zur Freilegung von hochaffinen Fibrinogenbindungsstellen
(aktivierter hochaffiner Funktionszustand). Dadurch wird die Bindung von Iéslichem
Fibrinogen an die Thrombozytenoberfache ermdglicht (ligandenbesetzter
Funktionszustand) [38].

Fibrinogen besitzt im Wesentlichen zwei Aminosauresequenzen, tber die es mit dem
GP lIb/llla-Rezeptor in Kontakt treten kann: Die RGD-Sequenz (Arginin-Glycin
Asparaginsaure-Sequenz) in der a-Kette und die KQAGDV-Sequenz (Lysin
Glutamin-Alanin-Glycin-Asparaginsaure-Valin-Sequenz) am aminoterminalen Ende
der ?-Kette des Fibrinogens. Diese Signalsequenzen werden von spezifischen
Bindungsregionen innerhalb des GP lib/llla-Molekils erkannt und vermitteln die
Ligandenbindung an den GP llb/llla-Rezeptorkomplex [95]. Die Bindung von
Fibrinogen an den aktivierten GP llb/llla-Rezeptor induziert eine weitere
Konformationsanderung des Rezeptors mit Freilegung von kryptischen Epitopen
(LIBS = ligandeninduzierte Bindungsstellen; ligandenbesetzter Funktionszustand).
Die ligandeninduzierte = Konformationsdnderung des Rezeptors reguliert
Mechanismen, welche an der transmembranen Signaltransduktion und der

irreversiblen Fibrinogenbindung an GP lIb/llla beteiligt sind [94; 96].
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Im Bereich des GP llb/llla-Molekils wurden bisher drei Bindungsstellen fur
Fibrinogen lokalisiert. Kleine Peptide vom RGD- und KQAGDV-Typ oder
synthetische Fibrinogenrezeptorantagonisten, welche die sterischen Eigenschaften
der Peptide imitieren, kbnnen an den nichtaktivierten GP lIb/llla-Rezeptor binden und
zur Konformationsédnderung filhren (intrinsische Aktivitat von GP llIb/llla-
Antagonisten) [38; 39].

1. 4. Molekularbiologische Grundlagen des GP PP Genpoly-
morphismus und dessen Auswirkung auf die KHK und den

Myokardinfarkt

Das PI* oder Zw Alloantigen-System (neuere Nomenklatur: human platelet antigen =
HPA-1) wurde zum ersten Mal 1959 bei einer 51 Jahre alten Patientin beschrieben,
die 5 Tage nach einer intraoperativ erhaltenen Bluttransfusion, eine schwere
Thrombozytopenie entwickelte [121]. Kunicki und Aster [65] lokalisierten das PI* (Zw)
Epitop auf dem GP llla [65]. Dieses Alloantigen-System ist flr eine Reihe klinisch
relevanter Erkrankungen verantwortlich wie Neonatale alloimmune Thrombo-
zytopenie (NATP), nach Thrombozytentransfusion auftretende Purpura (PTP) und
die Zerstorung transfundierter Thrombozyten [6; 64].

Zwar ist die Vielgestaltigkeit von zellularen Oberflachenstrukturen, auf der solche
Alloantigen-Systeme beruhen, seit ca. 50 Jahren bekannt [6; 64; 65; 121], aber erst
in den letzten beiden Jahrzehnten wurden die molekularbiologischen Grundlagen
erforscht, die diese Vielgestaltigkeit verursachen. 1985 fand man heraus, dass sich
das PP Antigen auf einer 17 kDa schweren Untereinheit des GP llla befindet [88].
Den Genpolymorphismus, der dieses Alloantigen-System hervorruft, klarten 1989
Newman et al. [87] auf.

Die gesamte Grosse des auf dem Chromosom 17 lokalisierten GP llla-Gens
[135] betragt ca. 40 kb [135]. Das Glykoprotein leitet sich von 14 Exons ab [87;
135]. Menschen, die an Position 1565 des Exon 2 das Nukleotid Thymidin besitzen,

|A1

sind Trager des PI"~ Allels, Menschen die an dieser Position das Nukleotid Cytosin

haben, sind Trager des PP*? Allels [87]. Dieser Genpolymorphismus hat
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Auswirkungen auf die Aminosaurenstruktur des GP llla: Personen, die Trager des
PI* Allels sind, haben an Position 33 im GP llla-Molekiil die Aminoséure Leucin,
Trager des P2 Allels besitzen an dieser Stelle dagegen die Aminosaure Prolin [87].
Daraus folgt, dass Personen mit der Aminoséure Leucin in ihrem GP llla das PI*t
(HPA-1a) Antigen auf den Thrombozyten exprimieren und Personen mit der
Aminosaure Prolin an Position 33 im Glykoprotein llla das Antigen PP*? (HPA-1b)
[87; 132].

Man kann diesen Genpolymorphimus als ,diallelisches System* bezeichnen, denn es
gibt nur zwei AllekVarianten und damit nur drei mégliche Genotypen (GP PPYAL GP
PAYA2  GP PP?A2). Der Austausch eines einzigen Basenpaares (bp) in den
kodierenden Genen (Punktmutation, SNP = Single Nucleotide Polymorphism) ist in
vielen Fallen fur die Strukturpolymorphismen der thrombozytdren Membran
glykoproteine verantwortlich [83; 118; 119].

Die Erforschung des PP Alloantigen-Systems und der damit verbundenen
Verbesserung in der Diagnostik und Therapie der oben genannten Erkrankungen
(NATP, PTP) stand bis Mitte der neunziger Jahre im Mittelpunkt des
wissenschatftlichen Interesses [87; 132; 135]. Man erkannte aber nun die immer
grolRer werdende Bedeutung der verschiedensten Genpolymorphismen bei der
Entstehung der koronaren Herzkrankheit und des Myokardinfarkts [9; 21; 31; 33; 34;
48; 59; 107; 126]. Nurden [89] war 1995 einer der Ersten, der die Frage stellte, ob
der Polymorphismus des Glykoprotein llla, bedingt durch ein verandertes
Bindungsverhalten dieses thrombozytdren Rezeptors, einen eigenstandigen
Risikofaktor fur die koronare Herzkrankheit und den Myokardinfarkt darstellen
kénnte. Es folgte dann 1996 die Studie von Weiss et al. [131], die den
Ausgangspunkt fur alle weiteren Arbeiten zu diesem Thema darstellt.

Weiss et al. [131] untersuchten in einer Fall-Kontroll-Studie mit 139 Probanden, ob
der beschriecbene P22 Genpolymorphismus  Uber ein  verandertes
Bindungsverhalten der Thrombozyten mit einem erhdohten KHK- und Myokard-
infarktrisiko assoziiert sein kdonnte. Weiss et al. [131] beobachteten, dass vor allem

IAZ

jungere PI™< Allel Trager ein erhdohtes Herzinfarktrisiko aufwiesen.
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Ungeachtet der niedrigen Frequenz des PI*? Allels von etwa 1-2 %, wurde die
Beziehung dieses Genpolymorphismus zur KHK [15; 22; 51; 115] und zum
Myokardinfarkt [14; 15; 73; 91; 99; 102] - mit Ausnahme der Studien von Ridker et al.
und Hermann et al. [51; 99] - in den nachfolgenden Studien in Kleinen
Sudienkollektiven von 100-500 Patienten untersucht. Mit Ausnahme von Carter et al.
[15] konnte in keiner Studie eine Assoziation des PI*? Allels zur KHK- [22; 51; 115]
bzw. zum Myokardinfarktrisiko [14; 51; 73; 91; 99; 102] festgestellt werden.

Es blieb unklar, ob diese negativen Ergebnisse auf eine tatsachlich fehlende
Assoziation oder auf den eingeschréankten statistischen Aussagewert solch kleiner
Studienkollektive zurtckzufiihren waren. AufRerdem konnten in diesen kleinen
Populationen keine Niedrig- oder Hochrisikogruppen analysiert werden. Daher war
es das ziel der hier vorgelegten Studie, die Bedeutung des PPYA2
Genpolymorphismus des Thrombozytenmembranglykoprotein Illa fur das KHK- und
das Myokardinfarktrisiko sowie fir den KHK-Schweregrad in einer grossen
Population zu untersuchen, deren Koronarstatus angiographisch bestimmt worden

war.
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2. Material

2. 1. Technische Hilfsmittel

2.1. 1. Gerate

- Autoklav (Melag), Fa. Kalensee, Giel3en

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

- Elektrophorese-Kammern (Agagel Mini+Maxi), Fa. Biometra, Gottingen
- Grobwaage, Fa. Sartorius, Gottingen

- Feinwaage, Fa. Mettler-Toledo, Giel3en

- Kamera, Fa. Polaroid, Offenbach

- Mikrowelle, Fa. Bosch, Miinchen

- Netzgerat, Fa. Shandon, Frankfurt a. M.

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

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

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

- Thermocycler (Crocodile), Fa. Appligene, Heidelberg

- UV-Tisch (DNA-Transilluminator), Fa. Renner, Darmstadt
- pH-Meter CG 840, Fa. Schott, Hofheim a. Taunus

- Vortex Schiuttler IKA-Vibro-Fix VF2, Fa. IKA, Staufen

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

- Behring-Nephelometer, Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn
- KC 40, Fa. Amelung, Karlsruhe

- Wasserbad, Fa. Julabo, Seelbach

2. Material



2. 1. 2. Kleinmaterial

- Mikroreaktionsgefalie (Ultra-Tubes) 0,65 ml, Fa. Roth, Karlsruhe
- Mikroreaktionsgefalie (Ultra-Tubes) 1,7 ml, Fa. Roth, Karlsruhe
- Pipettenspitzen weil3, Fa. Sarstedt, Niumbrecht

- Pipettenspitzen gelb, Fa. Sarstedt, Nimbrecht

- Pipettenspitzen blau, Fa. Sarstedt, NUmbrecht

- Parafilm, Fa. American Can, Greenwich, USA

- Polaroidfilm, Typ 667 Professional, Fa. Sigma, Deisenhofen

2. 2. Reagenzien

- Paraffin-Ol, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Agarose Gel, Fa. Pharmacia, Freiburg/Breisgau

- Gelatine, Fa. Merck, Darmstadt

- Agqua destillata, Fa. Braun, Melsungen

- Lysis-Puffer-K : Gelatine, Fa. Merck, Darmstadt
KCI, Fa. Merck, Darmstadt

MgCl,, Fa. Merck, Darmstadt
Tris-HCI, Fa. USB, Bad Homburg

Tween 20, Fa. Sigma, Deisenhofen

- TE-Puffer : EDTA, Fa. Merck, Darmstadt
Tris-HCI, Fa. USB, Bad Homburg

- TAE-50-fach-Puffer : EDTA, Fa. Merck, Darmstadt
Tris-HCI, Fa. USB, Bad Homburg
(Gebrauchslosung: 1-fach Puffer)
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- PCR-10-fach Puffer : Gelatine, Fa. Merck, Darmstadt
KCI, Fa. Merck, Darmstadt
MgCl,, Fa. Merck, Darmstadt
Tris-HCI, Fa. USB, Bad Homburg
(Gebrauchslosung: 1-fach Puffer)

- 100 bp DNA Ladder, Fa. Pharmacia, Freiburg/Breisgau

- Ethidiumbromid, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Bromphenolblau, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Desoxynucleotide (ANTPs), Fa. Pharmacia, Freiburg/Breisgau

- Apolipoprotein-Kontroll-Serum CHD (human), Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn
- Cholesterin-Reagenz, Fa. Boehringer, Mannheim

- Triglycerid-Reaktionsgemisch, Fa. Boehringer, Mannheim

- N Antiserum gegen Human Apolipoprotein A-1, Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn
- N Antiserum gegen Human Apolipoprotein B, Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn
- N Apolipoprotein-Standard-Serum (human), Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn

- N Latex Lp(a) Reagenz, Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn

- N Lp(a) Kontrolle/Standard SY (human), Fa. Behringwerke, Marburg/Lahn

- Pipes-Puffer, Fa. Boehringer, Mannheim

2. 3. Enzyme

- Tag-Polymerase, Fa. Pharmacia, Freiburg/Breisgau
- Ncil, Fa. New England Biolabs, Frankfurt a. M.
- Mspl, Fa. New England Biolabs, Frankfurt a. M.
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2. 4. Primer

- GP llla-Gen sense Primer, Fa. Roth, Karlsruhe

- GP llla-Gen antisense Primer, Fa. Roth, Karlsruhe

2. Material
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3. Methoden

3. 1. Erfassung der Studienpopulation

Die Population dieser Studie setzte sich aus 2252 mannlichen Probanden
zusammen, die sich zur koronarangiographischen Diagnostik in die Klinik far
Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat GielRen oder in die Kerckhoff-Klinik, Bad
Nauheim, begeben hatten.

Alle Probanden gaben ihr Einverstandnis flur die Teilnahme an der Studie, die sich
Uber einen Beobachtungszeitraum von Mai 1994 bis Juni 1997 erstreckte. Zum
Zeitpunkt der stationaren Aufnahme wurden alle Patienten tber Herzinfarkte, Angina
pectoris, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Gro3e und Gewicht,
sowie Uber die Vormedikation befragt. Bei der Befragung nach abgelaufenen
Herzinfarkten interessierte nicht nur die Anzahl und Lokalisation des Herzinfarktes,
sondern auch das Lebensalter der Patienten beim Auftreten des ersten
Herzinfarktes. Die personlichen Angaben der Probanden wurden anhand bereits
vorliegender  Untersuchungen  (EKG, Echokardiographien,  Szintigraphien,
Enzymbestimmungen und Arztbriefen) objektiviert. Angina pectoris wurde in stabile
und instabile unterteilt. Bei der Raucheranamnese interessierte sowohl die Menge
als auch die Dauer des Zigarettenkonsums. Die Angaben wurden in ,Pack-Years*
umgerechnet (1 py = 20 Zigaretten/Tag Uber ein Jahr).

Die Angaben zur arteriellen Hypertonie wurden als binare Variable definiert. Eine
arterielle Hypertonie lag vor, wenn diese anamnestisch objektiviert werden konnte,
oder wenn bei zwei aufeinander folgenden Untersuchungen der diastolische Wert
Uber 95 mm Hg lag. Mit Ausnahme von 18 Patienten waren alle Diabetiker (n = 405)
an einem nicht insulinpflichtigen Diabetes mellitus (NIDDM) erkrankt. Grolie
(in Meter) und Gewicht (in kg) der Patienten wurden zum Body-mass-index

(BMI = kg/m?) umgerechnet.
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3. 2. Definition der koronaren Herzkrankheit (KHK) und des
Herzinfarktes (HI)

Herzerkrankungen durch Koronarinsuffizienz gehdéren zu den haufigsten
Todesursachen in den industriellen Landern. Ursache sind arteriosklerotische
Auflagerungen in den Koronargefal3en infolge exogener Noxen (z. B. Rauchen,
Uberernahrung) aber auch Kkonstitutioneller Risiken (z. B. Stérungen in der
Gerinnung, Hyperlipidamien).

Infolge der Stenosen kommt es zu einer Hypoxie des Myokards, die starke
Schmerzen verursacht (Angina pectoris). Diese kann vor allem auch bei erhohtem
myokardialen Sauerstoffverbrauch durch Stress, bei kdrperlicher oder seelischer
Belastung auftreten. Ist eine Koronararterie durch thrombotische Auflagerungen auf
den arteriosklerotischen Plaques vollkommen verschlossen, so kommt es zu einer
ischamisch bedingten Myokardnekrose (Herzinfarkt), entweder die gesamte
Wanddicke (transmural) oder den subendokardialen Bereich (nicht transmural =
»,non-Q-wave-Infarkt“) betreffend.

Die Patienten sind vor allem dann vital gefahrdet, wenn das Reizleitungssystem im
infarzierten Bereich liegt und es zum Kammerflimmern kommt (Sekundenherztod).
Aber auch alle anderen Formen des Herzstillstandes, ein kardiogener Schock infolge
myokardialen Pumpversagens, die Ruptur eines Herzwandaneurysmas oder der

Abriss eines Papillarmuskels kénnen den Patienten vital gefahrden.

3. 3. Definition von Hoch- und Niedrigrisiko-Gruppen

Risikofaktoren sind Faktoren die mit einem gehauften Auftreten einer KHK
einhergehen. Es hat sich gezeigt, dass dabei sowohl die Anzahl als auch die
Auspragung der Risikofaktoren eine groRe Rolle spielen. Diese werden in
unbeeinflussbare und beeinflussbare Risikofaktoren unterteilt. Zu den erstgenannten

gehoren das mannliche Geschlecht, das Lebensalter und die familiare Disposition.

3. Methoden 14



Den beeinflussbaren Risikofaktoren 1. Ordnung, wie Hypertonus, Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie, metabolisches Syndrom, und Zigarettenrauchen, stehen die
beeinflussbaren 2. Ordnung gegentber. Zu diesen gehéren Hyperfibrinogenamie,
Hyperhomocysteinamie, hohes Lipoprotein(a), Bewegungsmangel und psycho-
soziale Risikofaktoren: Negativer Stress, niedriger sozialer Status u. a..

Durch das Fehlen der etablierten Risikofaktoren fur die KHK, konnte die
Studienpopulation in verschiedene Niedrigrisko-Gruppen eingeteilt werden. Diese
wurden durch Unterschreiten der Mittelwerte der kontinuierlichen Parameter bzw.
durch das Fehlen der Risikofaktoren ermittelt. Folgende Niedrigrisiko-Gruppen
wurden formuliert: Zigarettenkonsum < 5 py, kein Hypertonus, kein Diabetes mellitus,
BMI < 26,9 kg/m?, Apo A-l > 1,43 mg/dl, Apo B < 1,25 mg/dl, Lp(a) < 10 mg/dl,
Triglyzeride < 154 mg/dl, Cholesterin < 209 mg/dl und Fibrinogen < 3,47 mg/dl.
Durch Kombination der genannten Parameter ergaben sich weitere Niedrigrisiko-
Gruppen: Kein Hypertonus und kein Diabetes, BMI < 26,9 kg/m? und Apo A-l
> 1,43 mg/dl, Apo A-I/Apo B > 1,12 und Triglyzeride < 154 mg/dl und Cholesterin
< 209 mg/dl. Die entsprechenden Hochrisikogruppen wurden durch das
Uberschreiten der Mittelwerte bzw. durch das Vorhandensein eines oder mehrerer
Risikofaktoren definiert. Diese einzelnen Populationen wurden hinsichtlich einer
Assoziation zwischen dem GP PIYA? Genpolymorphismus und der KHK bzw. dem

Myokardinfarkt gepruft.

3. 4. Durchfihrung der Koronarangiographie

Die koronare Herzkrankheit wurde zum einen Uber den durch die Koronar-
angiographie bestimmten Gefal3status der Patienten und zum anderen Uber den
Gensini Score [42; 43] definiert. Koronargefal3e ab einem Stenosierungsgrad von

8 50 % wurden als erkrankt definiert. Je nach Lokalisation der Stenose wurde die

koronare Herzkrankheit in eine 0-, 1-, 2-, 3- GefalR3erkrankung eingeteilt.
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a linke Koronararterie b rechte Koronararterie

Katheterspitze Katheterspitze

Wirbelsdule|

Wirbelsaule 3 RIV post

Abb. 1: Schematische Darstellung der Herzkranzgefal3e unter der

Koronarangiographie (aus [110])

Abklrzungen: LCA = Stamm der linken Koronararterie; RIVA = Ramus interventricularis anterior;

RCX = Ramus circumflexus; RCA = Stamm der rechten Koronararterie; RIV post = Ramus
interventrikularis posterior; 1 = diagonale Aste; 2 = septale Aste; 3 = Ramus marginalis; 4 = atriale
Aste; 5 = Ramus posterolateralis; 6 = AV-Knotenarterie; 7 = Ramus ventricularis;

8 = Sinusknotenarterie; 9 = Conus-Pulmonalis-Ast.

Eine weitere Einteilung wurde mittels des Gensini Scores (GS) getroffen, der eine
genaue Graduierung der GefaRerkrankung hinsichtlich der Lokalisation und des
Schweregrades der Stenose erlaubt [42; 43]. Dieser wird folgendermal3en berechnet:
Je nach Grad der Stenose wird ein Punktwert zwischen 1 und 32 veranschlagt, der
anschlieRend - in Abhéngigkeit von dem betroffenen Segment - mit einem Faktor von
0,5, 1, 2,5 oder 5 multipliziert wird. Eine z. B. 75 % Stenose der LAD wird mit einem
GS von 4 x 2,5 = 10 beziffert (Tabelle 1).
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Tabelle 1. Berechnung des Gensini Score

Stenosierungsgrad % Punktewert
25 1
50 2
75 4
90 8
99 16
100 32
Stenoselokalisation Multiplikationsfaktor
LCA 5
LAD 2,5
RCX 1
RCA 1
Weitere Aste 0,5
Abkirzungen: LCA = linke Koronararterie; LAD = Ramus interventricularis anterior der linken

Koronararterie; RCX = Ramus circumflexus der linken Koronararterie; RCA = rechte Koronararterie

Der Koronarstatus aller 2252 mannlichen Patienten wurde anhand der in der
Abteilung fur Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat und der Kerckhoff-Klinik
durchgefiihrten Koronarangiographie bestimmt. Durch die gleichzeitig durchgefiihrte
Ventrikulographie mit Angaben Uber die Ejektionsfraktion konnten noch Aussagen
Uber den linksventrikularen Funktionszustand des Herzmuskels gemacht werden. Die
Darstellung der Herzkranzgefal3e wurde durch selektive Kontrastmittelinjektion in die
rechte und linke Koronararterie zum Nachweis der morphologischen Veranderung

mittels der Judkin-Technik durchgefihrt: Unter Lokalandsthesie wurde die rechte
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Arteria femoralis ca. 1-2 cm transkutan punktiert. Ein Katheter wurde mittels
Seldinger Technik in die Femoralarterie eingebracht, nachdem der Bulbus aortae
passiert wurde, konnte der Katheter unter Drehung in den Koronarostien plaziert
werden.

Die Ventrikulographie wurde mit einem Pigtail- oder Oedman-Katheter durchgefinhrt,
der ein breites Lumen und eine seitliche Offnung hat. Die Katheter wurden unter
Durchleuchtungs-, Druck- und EKG-Kontrolle nacheinander eingebracht.

Gleichzeitig mit der Injektion von Kontrastmittel wurden RoOntgenfilmaufnahmen in
mehreren Ebenen mit einer 35 mm Filmkamera gemacht. Jede Koronarangiographie
wurde in rechtsanterioren (RAO) und linksanterioren (LAO) Projektionen, sowie in

axialen und hemiaxialen Ebenen aufgenommen.

3. 5. Messungen der Serumenzyme und Substrate

Von allen in die Studie aufgenommenen Patienten wurden vor der
koronarangiographischen Untersuchung jeweils eine EDTA-Blutprobe, eine
Gerinnungs- und eine Serumprobe abgenommen. Die EDTA-Blutprobe wurde zur
Bestimmung des Blutbildes und zur Analyse des Glykoprotein llla PPYA2
Genpolymorphismus genutzt. Aus der Gerinnungsprobe wurde neben den Ublichen
Gerinnungsparametern wie PTT, TPZ und TZ zusatzlich die Fibrinogenkonzentration
bestimmt. Aus der Serumprobe wurden die Konzentrationen von Lipoprotein(a),

Apolipoprotein A-1, Apolipoprotein B, Cholesterin und Triglycerid bestimmt.

3. 5. 1. Lipoprotein(a)

Das Lipoprotein(a) besteht aus zwei verschiedenen Komponenten: dem Low Density
Lipoprotein (LDL) und einem Glykoprotein, dem Apolipoprotein (a) (Apo(a)), die
durch eine Disulfidbricke miteinander verbunden sind. Apo(a) hat eine hohe
Strukturhomologie zu Plasminogen. Dadurch kann es die Wirkung von Plasminogen
kompetitiv behindern und moglicherweise atherogene Effekte auslosen. Die

individuelle Konzentration von Lp(a) im Serum ist weitgehend genetisch bedingt.
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Die Variationsbreite in einer Population ist relativ grof3. Ab einer Serumkonzentration
von etwa 25 mg/dl Lp(a) ist das atherogene Risiko erhdht, besonders bei Personen
mit zuséatzlich erhéhtem LDL. Das Prinzip der quantitativen Bestimmung von Lp(a) im
Serum mittels Behring-Nephelometer beruht auf der Agglutination von Lp(a)-haltigen
Proben bei Mischungen mit Antikérpern gegen Human Lp(a) beladene Polystyrol
Partikel. Aus patentrechtlichen Grunden konnen die Konzentrationen der

Reaktionspartner zur Bestimmung des Lp(a) nicht angegeben werden.

3. 5. 2. Apolipoproteine A-l1 und B

Apolipoprotein A-I stellt die Hauptproteinkomponente des HDL (high density
lipoprotein) dar. Der Anteil von Apo A-l am Gesamtprotein des HDL betrégt ca. 65 %.
Apo Al aktiviert die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase, die die Veresterung von
Cholesterin kalalysiert. Das so veresterte Cholesterin kann zur Leber transportiert,
katabolisiert und ausgeschieden werden. Bei Personen mit arteriosklerotischen
GefalRveranderungen liegen haufig erniedrigte Apo A-I Konzentrationen vor. Auch bei
normalen Apo B Konzentrationen kann ein erniedrigter Apo Al Spiegel ein Risiko-
faktor fur Arteriosklerose sein.

Apolipoprotein B ist die Hauptproteinkomponente des LDL (low density lipoprotein)
mit ca. 95 % Anteil am Gesamtprotein des LDL. Apo B ist fur die Reaktion mit LDL-
Rezeptoren in der Leber und an Zellwanden notwendig und somit am Transport von
Cholesterin aus der Leber in die Gefal3zelle beteiligt. Erhéhte Apo B-Konzentrationen
kommen haufig bei arteriosklerotischen Gefal3veranderungen vor und stellen einen
Risikofaktor fur Arteriosklerose dar.

Das Reaktionsprinzip der quantitativen Messungen der Apolipoprotein  A-I-
und B-Spiegel beruhen auf einer immunchemischen Reaktion mit spezifischen
Antikdrpern, bei der Immunkomplexe gebildet werden, an denen eingestrahltes Licht
gestreut wird. Die Intensitat des Streulichtes ist abhangig von der Konzentration des

jeweiligen Apolipoproteins der Probe.
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Die Auswertung erfolgte durch Vergleich mit einem Standard bekannter
Konzentrationen. Aus patentrechtlichen Grinden kénnen die Konzentrationen der
Reaktionspartner zur Bestimmung des Apo Al und des Apo B nicht angegeben

werden.

3. 5. 3. Cholesterin

Cholesterin wird im Kérper ubiquitar synthetisiert und ist ein fur die Zellmembranen
essentieller Bestandteil und Baustein von Lipoproteinen sowie ein Vorlaufer fur die
Synthese der Steroidhormone und der Gallensauren. Der Hauptteil des Cholesterins
wird in der LDL-Fraktion, der Rest in der HDL- und VLDL-Fraktion und nur wenig in
den Chylomikronen transportiert. Heute ist es allgemein akzeptiert, dass die
Hypercholesterindmie einen der wichtigsten Risikofaktoren fur die koronare
Herzkrankheit darstellt.

Die Serumkonzentration von Cholesterin wurde am BM/Hitachi 717 der Firma
Boehringer gemessen. Dazu wurden 3 pl Probenvolumen mit 250 pl Cholesterin
Reagenz (Pipes-Puffer) versetzt und nach unten stehender Reaktionsgleichung bei

einer Wellenlange von 700 nm gemessen.

Cholesterinester + H,O Cholesterinesterase » Cholesterin + RCOOH

Cholsterin + 0, _Cholesterinoxidase A% Cholestenon + H,0,

Peroxid . -
2 H,0, + 4-Aminophenazon + Phenol -—em4—(p-8enzochmon-mon0|mmo)-

phenazon + 4 H,0

Abb. 2: Reaktionsgleichungen zur Bestimmung der Serumkonzentration des

Cholesterins.
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3. 5. 4. Triglyceride

Die Triglyceride sind Ester des Glycerins mit 3 Fettsdureresten, wobei im
menschlichen  Depotfett vor allem die geradzahligen, unverzweigten
Monocarbonsduren mit 18 oder 16 Kohlenstoffatomen mit oder ohne
Doppelbindungen vorkommen. Wichtige Vertreter sind u. a. die Palmitinsaure (Cis:0),
die Stearinsaure (c1g.0), die Olsdure (cig:1), die Linolsaure (c1s:2) und die Linolensaure
(cis:3). Neuere Erkenntnisse Uber die Bedeutung der Triglyzeride als unabhangigen
Risikofaktor fur koronare Herzkrankheit haben gezeigt, dass die Kombination von
erhohtem LDL-Cholesterin und erhOhten Triglyzeriden zu einem erhohten KHK-
Risiko fuhren.

Die Messung der Triglycerid-Serumkonzentration wurde ebenfalls am BM/Hitachi 717
der Firma Boehringer durchgefiihrt. Der Test beruht auf der enzymatischen Spaltung
der Triglyceride mit nachfolgender Bestimmung des entstandenen freien Glycerins
(Farbreaktion). Dazu wurden 3 ul Probevolumen und 300 pl Reaktionsgemisch (Tris-
Puffer, Magnesiumsulfat, EDTA, Natriumcholat, Kaliumhexacyanoferrat (ll),
4-Aminophenazon, Lipase, Fettalkoholpolyglykolather, Glycerinphosphatoxidase,
Glycerokinase, Peroxidase) verwendet und nach untenstehender Reaktionsgleichung

bei 700 nm gemessen.

Lipase
Triglyzeride + 3 H,O * Glycerin + RCOOH

Glycerokinase
Glycerin + ATP + Glycerin-3-phosphat + ADP

Glycerinphosphatoxidase
Glyzerin-3-phosphat + O, * Dihydroxyacetonphosphat + H,O,

Peroxidase
H,O; + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol ————» 4-(p-Benzochinon-monoimino)-

phenazon + 2 H,O +HClI

Abb. 3: Reaktionsgleichungen zur Bestimmung der Triglyceride.
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3. 5. 5. Fibrinogen

Das in der Leber gebildete Fibrinogen ist das Substrat der plasmatischen Gerinnung.
Nach Aktivierung der Gerinnungskaskade (Abb. 4) und der Thrombin katalysierten
Abspaltung der Fibrinopeptide A und B von Fibrinogen erfolgt die Polymerisation zum
Fibrin. Die anschlielende Faktor Xlll-katalysierte Quervernetzung des Fibrin-
polymerisats bewirkt die Ausbildung eines quervernetzten Fibringerinnsels, das
wesentlich zur Blutstillung durch Verschluss des Gefalies beitragt.

e HMWK PK Xlla
SPLE Kl «—— L eyt
Ca* Hfﬁm{ | Kontaktflache

Lintrinsische
Vorphase*

~extrinsische
Vorphase*

Xill

| Xa Va |

PL-Ca**!

LProthrom-
binase*

Prothrombin)

~Aktivierungs-
endphase*

Abb. 4: Faktoren und Mechanismen der plasmatischen Gerinnungsaktivierung
(aus [120]).

Abklrzungen: TF = Tissue factor, ,Gewebefaktor” ; HMWK = hochmolekulares Kininogen;
Pk = Préakallikrein ; PL = Phospholipid .
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Das Fibrinogen wurde nach der Methode von Clauss [16] am KC 40 der Firma
Amelung bestimmt. Diese Fibrinogen-Messung ist eine Variante der Thrombinzeit-
Bestimmung. Citratplasma wird so weit verdinnt, dass die Fibrinogenkonzentration
0,1-0,5 g/l betragt. In diesem Bereich korreliert die Fibrinogenkonzentration mit der
gemessenen Gerinnungszeit. Zur Durchfiihrung wurde das verdinnte Citratplasma
mit einer hohen Thrombinkonzentration versetzt und die Gerinnungszeit in Sekunden
gemessen. Unter definierten Bedingungen ist die Fibrinogenkonzentration
proportional zur Bildungsgeschwindigkeit eines Gerinnsels. Wird zur Verzdgerung
der Gerinnselbildung ein Fibrinogen-Aggregationshemmer zum Reaktionsgemisch
zugesetzt, kann auch mit unverdinnten Patientenplasmen gemessen werden
(modifizierte Clauss-Methode [16]).

3. 6. Nachweis des Polymorphismus im GP llla Gen

Der PPYA2 polymorphismus im Glykoprotein Ill Gen ist durch den Austausch eines
T gegen ein C an Position 1565 im Exon 2 charakterisiert [87]. Nach Amplifikation
der relevanten DNA-Region und Restriktionsbehandlung mit den Enzymen Msp | und
Nci | kann das P*! Allel von dem PI*? Allel unterschieden werden [87; 118]. Der
Nachweis des Polymorphismus beinhaltet somit 4 Schritte:

1. Isolation der DNA

2. Polymerase-Kettenreaktion

3. Restriktionsbehandlung des Amplifikats

4

. Visualisierung des Amplifikats mittels der Agarose-Gel-Elektrophorese.

3. 6. 1. DNA-Praparation aus EDTA-Blut

Zur DNA-Extraktion wurden 100 pul EDTA-Blut und 500 pl TE-Puffer (10 mM Tris HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA) in ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefald gegeben und gerittelt.
Dann wurden die Proben fir 10 sec bei 13000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde
der Uberstand verworfen und das Pellet in 500 pl TE-Puffer resuspendiert und
gerdtittelt.
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Nach erneuter Zentrifugation fur 10 sec bei 13000 x g wurde der entstandene
Uberstand verworfen und das Pellet in 100 pl Lysis-Puffer-K (100 mM Tris-HCI pH
8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl; 0,1 % Gelatine; 5 % Tween 20) gelost und geruttelt.
Es wurden 10 pl Proteinase K (10 mg/ml) zugegeben, durchmischt, leicht
zentrifugiert und dann fir 45 min bei 56°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Proteinase
K wurden die Proben noch fiir 10 min bei 95°C inkubiert und danach direkt auf Eis
gestellt [56].

3. 6. 2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, polymerase chain reaction)

3.6.2.1. Prinzip der PCR

Der Erfinder der PCR ist Kary B. Mullis, der als erster erkannte, dass fur die
Neusynthese der DNA nur eine kurze Ankniupfungsstelle von 15 bis 20 Basenpaaren
notig ist. Bei Untersuchungen zum Nachweis des Sichelzellandmie-Gens wurde die
PCR erstmals beschrieben. Im Prinzip beruht die PCR auf der spezifischen
Vervielfaltigung (Amplifizierung) von DNA-Fragmenten bestimmter Lange, ohne
Verwendung von Restriktionsenzymen, Vektoren und Wirtszellen. Zwischen
Oligonukleotid-Paaren (Primer), die in Strang und Gegenstrang komplementar zum
3'-Ende der zu amplifizierenden Region sind, kann das gewlnschte DNA-Fragment
mittels einer DNA-Polymerase und Desoxynukleotiden synthetisiert werden. Die
Amplifikation der DNA verlauft in einem dreistufigen Temperaturzyklus. Der DNA-
Doppelstrang wird zunéchst durch Erhitzen in Einzelstrange zerlegt (Denaturierung).
Durch anschlieliende Abkihlung auf einen geeigneten Temperaturbereich erfolgt die

Primeranlagerung (Annealing) an die komplementéren Sequenzen der Ziel-DNA.
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Von diesen ausgehend werden nun jeweils in 5°- 3"- Richtung die komplementéren
DNA-Strange neu synthetisiert (DNA-Synthese/Extension). Es entstehen zunachst
DNA-Strange nicht definierter Lange. Ab dem zweiten Zyklus treten solche definierter
Lange auf, die sich in jedem weiteren Zyklus exponentiell vervielfaltigen. Die Lange
der PCR Produkte wird durch die Distanz der 5-Enden beider Primer bestimmt.
Nimmt zu Anfang die Zahl der Amplifikate exponentiell zu, tritt nach verminderter
Aktivitat der Polymerase und Akkumulation von PCR-Produkten ein sogenannter
Plateau-Effekt auf. Das amplifizierte Produkt wird in einer Agarose-Gel

Elektrophorese mittels Ethidiumbromid als DNA-Bande sichtbar gemacht.

3. 6. 2. 2. Amplifikation des GP llla-Segmentes

Die PCR wurde durchgefiihrt mit 25 pmol eines jeden Primers in einem Volumen von
50 ul, das zusatzlich je 250 umol/l eines jeden Desoxynukleosidtriphosphats (dATP,
dCTP, dTTP, dGTP), 1 U Tag Polymerase, 1,5 mmol/l MgClk, 50 mmol KCL,
10 mmol Tris-HCI (pH 8,3) und 0,01 mg/ml Gelatine enthielt (Tabelle 3). Der Primer
bestand aus dem sense Oligonucleotid Primer (5°) TGG ACT TCT CTT TGG GCT
CCT GAC TTA C (3') und dem antisense Oligonukleotid Primer (5) CGA TGG ATT
CTG GGG CAC AGT TAT C (3)) (Tabelle 2). Die extrahierte DNA wurde nach
initialer Denaturierung bei 93°C fur 3 min in einem DNA-Thermocycler in jeweils 35
Zyklen amplifiziert (Denaturierung: 1 min bei 94°C; Annealing: 1 min bei 58°C;
Extension: 1 min bei 72°C) (Tabelle 4).

Tabelle 2: Nukleotidsequenzen der eingesetzten Primer

sense Oligo Primer (5) TGG ACT TCT CTT TGG GCT CCT GACTTAC (3)

antisense Oligo Primer (5) CGATGG ATT CTG GGG CAC AGT TAT C (3)
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Tabelle 3: Reaktionsgemisch zur Amplifikation des GP llla DNA-Abschnittes

Reagenzien Endkonzentration
sense-oligo-primer 25 pmol
anti-sense-oligo-primer 25 pmol
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, 4 x 250 pmol/l
dTTP)

Tag-Polymerase 1U

10 mmol/l Tris HCI pH 8,4
50 mmol/l KCI

PCR-Puffer
1,5 mmol/l MgCl
0,01 mg/ml Gelatine
Proben 100 ng aus DNA Praparation

negative Kontrolle

destilliertes autoklaviertes

Wasser

Tabelle 4. Amplifikationsbedingungen der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

zum Nachweis des GP llla PI*YA2 Genpolymorphismus

Initiale Denaturierung bei 93°C fur 3 min

Zyklen Temperatur Zeit Vorgang

35 94°C 1 min Denaturierung
35 58°C 1 min Annealing

35 72°C 1 min Extinsion
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3. 6. 3. Behandlung des Amplifikates mit Restriktionsenzymen

3. 6. 3. 1. Prinzip der Restriktionsenzyme

Fur den Nachweis von Genpolymorphismen kénnen Restriktionsenzyme eingesetzt
werden, die das PCR-Amplifikat an spezifischen Stellen schneiden
(Erkennungssequenzen). Beispielsweise schneidet das Restriktionsenzym EcoR |
(Escheria coli Restriktionsenzym 1) jede DNA Uberall dort, wo die Sequenz GAATTC
vorkommt. Das entstandene DNA-Fragment endet mit einem einstrangigen Abschnitt
AATT (Abb. 5).

5! " 3
3 ﬁAATTC GAATTIC GAATTC L
..... HERRRRRRRR L RN RRLC== 1000 R0
_____ { CTTAAG CTTAAG CTTAAG £
3 Schnittstellen fiir EcoR | 5
5' 3r

""" I3 A T AATE M%{l:jf:
T CTT1AA [G CTTAA] [G CTT1AAl [ %

st

T DNA-Fragmente verschiedener GrﬁBaT

Abb. 5: Spezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme (aus [92]).

3. 6. 3. 2. Restriktionsbehandlung des GP llla-Amplifikates mit den Enzymen Msp |
und Nci |

Das amplifizierte DNA-Produkt zum Nachweis des GP llla PRrYA2
Genpolymorphismus hat eine Lange von 266 Basenpaaren (bp) [131]. Das Amplifikat
wurde mit dem Restriktionsenzym Msp | geschnitten. Zusatzlich wurde eine
Restriktionsbehandlung mit dem Enzym Nci | durchgefiihrt, um eine mdgliche
Fehlbestimmung der Genotypen nach alleiniger Behandlung mit Msp I, wie dies in

einigen Arbeiten beschrieben wurde [72; 115; 118; 131], zu vermeiden.
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Das Restriktionsenzym Msp | erkennt die Sequenz CCGG wund das
Restriktionsenzym Nci | die Sequenz CCGGG. Die entstandenen DNA-Fragmente
enden dann nach Spaltung durch Msp | mit den Abschnitten CC bzw. GG und bei
Trennung durch Nci | mit CC bzw. GGG [118].
Die amplifizierte DNA wurde aliquotiert und anschlie3end mit Msp | (2 U bei 37°C
Uber Nacht), oder Nci | (2 U bei 37°C Uber Nacht) behandelt. Dadurch kam es je
nach Allel-Kombination zu verschiedenen, spezifischen Bandenmustern. Nur wenn
beide Restriktionsbehandlungen unabhéngig voneinander diese typischen
rAl/Al. PlAl/AZ. PIAZ/AZ)

Bandenmuster aufwiesen, wurde der jeweilige Genotyp (P ; ;
bestimmt (Abb. 6).

PPt Allel P2 Allel
5 3 5 3
| | PCR-Amplifikat des | |
266 GP llla-Fragments 266
Nci |
Msp | Msp | Msp |
}—l:l_l Schnittstellen der
Enzyme

|| . |
! | 1 Spaltung mit Msp | N I
221 45 50 177 45

266 50 216

Abb. 6: Schematische Darstellung der Restriktionsbehandlung des
amplifizierten GP llla-DNA-Fragmentes mit den Enzymen Msp | und Nci |
(aus [131])

Die Abbildung stellt die Restriktionsbehandlung des Exon 2 aus dem Glykoprotein llla-Gen durch die
Enzyme Msp | und Nci | dar. In Abh&ngigkeit von den Allelen P und PI* ergaben sich

unterschiedlich groRBe Fragmente. Die GroRen dieser Fragmente sind unter den horizontalen Strichen

angegeben (in Basenpaaren)
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3. 6. 4. Elektrophoretische Auftrennung und Darstellung der amplifizierten DNA-

Fragmente

3. 6. 4. 1. Prinzip der Gel-Elektrophorese

Bei der Gel-Elektrophorese werden verschiedene Substanzgemische im elektrischen
Feld (Gleichstrom) getrennt: DNA-Fragmente wandern im elektrischen Feld aufgrund
ihrer negativen geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Dabei héngt ihre
Wanderungsgeschwindigkeit von der Grof3e der zu trennenden DNA-Molekiile, der
Form der Molekile, der angelegten Spannung, sowie der jeweiligen Porengrol3e des

Gels ab. Kleinere Molekile wandern dabei im elektrischen Feld schneller als grol3ere

DNA-Fragmente.

3. 6. 4. 2. Durchfuhrung der Gel-Elektrophorese

Das amplifizierte DNA-Produkt wurde in einer Gel-Elektrophorese mit 4,5 % NuSieve
Agarose mittels Ethidiumbromid als diskrete Bande sichtbar gemacht. Dazu wurden
0,6 g Agarose in 30 ml TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, pH 8,4; 1 mM EDTA) durch
Aufkochen in der Mikrowelle vollstdndig gelést und nach Abkihlung auf
Zimmertemperatur in die Gelkammer gegossen. Das Probevolumen von jeweils 5 pl
wurde mit 1 pl Farbmix (0,6 % Bromphenolblau; 1 mM EDTA; 50% Glycerol)
gemischt und davon jeweils 5 pl in jede Geltasche pipettiert. Als Laufpuffer wurde ein
TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat; pH 8,4, 1 mM EDTA) benutzt; als
Molekulargewichtsmarker diente ein ,100 bp Ladder® von Pharmacia (1:4
Verdunnung mit H,O), der in einer von den Proben getrennten Spur aufgetragen
wurde. Die Elektrophorese erfolgte tGber 80 min bei 100 V. Das Gel wurde
anschlief3end in Ethidiumbromid (2 pg/ml) fir 10 min gefarbt und dann in TAE-Puffer
fur 10 min entfarbt. Die photographische Dokumentation erfolge mit
einem Polaroidfiim Typ 667 Professional (Blende: 11; Belichtungszeit: 1 sec)
(Abb. 7 und 8).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Agarose-Gel-Elektrophorese (4,5 %
Nu-Sieve Agarose), mit und ohne Spaltung durch die Restriktionsenzyme Msp |
und Nci |

Linie 1, 2, 3 zeigen die Allel-Kombination PI

Linien 8, 9, 10 die Kombination p|A2/A2

Linien 1, 5, 8 zeigen unverdaute PCR-Produkte. Linien 2, 6, 9 geben die Langen der Fragmente nach

AL/A1 A1/A2

, die Linien 5, 6, 7 die Kombination PI und die

, auf Linie 4 ist die sog. Basenpaarleiter (bpl) dargestellt. Die
Restriktionsbehandlung durch Msp | an. Die Linien 3, 7, 10 zeigen das Ergebniss nach Auftrennung

durch das Restriktionsenzym Nci |. Die Grésse der einzelnen Fragmente ist jeweils Uber den dick

markierten Strichen angegeben.
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Abb. 8: Photographische Darstellung des PCR-Produktes und der mit
Restriktionsenzymen behandelten DNA-Fragmente des GP llla Gens nach gel-

elektrophoretischer Auftrennung

AL/A1 A1/A2

Linie 1, 2, 3 zeigen die Allel-Kombination PI

Linien 8, 9, 10 die Kombination pIAZ/A2

, die Linien 5, 6, 7 die Kombination PI und die
, auf Linie 4 ist sog. Basenpaarleiter (bpl) dargestellt. Die
Banden 1, 5, 8 zeigen das PCR-Produkt. Banden 2, 6, 9 geben die Langen der Fragmente nach
Restriktionsbehandlung mit Msp | an. Die Banden 3, 7, 10 zeigen das Ergebnis nach Auftrennung

durch das Restriktionsenzym Nci .
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3. 7. Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows (Version 7.52)
durchgefuhrt.

Die Verteilung von kontinuierlichen Variablen wurde mit den Kolmogorow-Smirnov
Goodness of Fit Test analysiert. Etablierte Risikofaktoren der KHK und des MI
wurden mit der multiplen Regressionsanalyse (Schweregrad der KHK, Gensini
Score) oder mit der multiplen logistischen Regression (An/Abwesenheit von KHK, MI)
identifiziert. Der c2-Test wurde genutzt, um die Ubereinstimmung der
Genotypverteilung mit dem Hardy-Weinberg Gleichgewicht zu Uberprifen und zu
entscheiden, ob es einen signifikanten Unterschied in dem Auftreten der
Genotypenfrequenzen zwischen Patienten und Kontrollpersonen gab. Die Beziehung
des GP llla PIAL/A2 Polymorphismus zum Schweregrad der koronaren
Herzkrankheit (KHK, Gensini Score) wurde mittels multivariater Analyse geprift.
Dabei wurden koronare Risikofaktoren, die eine signifikante Assoziation zur KHK
zeigten, in die Berechnung mit einbezogen. Die Beziehung des Glykoprotein llla
PIA1/A2 Genpolymorphismus zum Risiko der KHK und des MI wurde mit Hilfe der
multiplen logistischen Regression unter Berucksichtigung der etablierten
Risikofaktoren bestimmt. Sog. Odds ratios wurden zur Einschéatzung des relativen
Risikos des PIA2 Allels zum KHK-Risiko oder MIRisiko berechnet. Fur jede Odds
ratio wurde ein zweiseitiger p-Wert und ein 95 %iges Konfidenzintervall unter
Berucksichtigung der koronaren Risikofaktoren bestimmt. Ein zweiseitiger p-Wert

kleiner als 0,05 wurde als signifikanter Unterschied definiert.
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4. Ergebnisse

4. 1. Charakterisierung der Studienpopulation

Die Population der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie setzte sich aus Patienten
zusammen, die in der Klinik fir Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en oder
in der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim stationdr aufgenommen worden waren. Der
Beobachtungszeitraum erstreckte sich von Mai 1994 bis Juni 1997.

Der P22 Genpolymorphismus des Glykoproteins llla wurde von 2252 mannlichen
Patienten analysiert, die alle koronarangiographisch untersucht worden waren. Es
konnte unterschieden werden zwischen Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(n =1742) und Patienten ohne KHK (n = 510) (Abb. 9).
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Anzahl der Patientel

Abb. 9: Koronare Herzkrankheit (ja/nein)

Das Patientenkollektiv bildete 2252 mannlichen Patienten. Alle Probanden wurden entweder in der

Klink fiir Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat Gie3en oder in der Kerckhoff Klinik Bad Nauheim

koronarangiographisch untersucht. Eine Koronargefal3stenosierung 3 50% wurde als erkrankt

definiert. Abkirzungen: KHK, koronare Herzkrankheit.

4. Ergebnisse 33



Weiter wurden die Patienten in Abhangigkeit von lhrem Alter in 7 verschiedene
Alterskategorien unterteilt (Abb. 10).
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Abb. 10: Koronare Herzkrankheit (ja/nein) in Abhangigkeit vom Alter

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 2252 ménnlichen Patienten zusammen. Alle Probanden wurden
entweder in der Klinik fiir Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en oder in der Kerckhoff Klinik
Bad Nauheim koronarangiographisch untersucht. Im Diagramm wurde das Alter der Probanden in 7
Zehnjahreskategorien eingeteilt (Kategorie 1 = 21-30 Jahre, 2 = 31-40 Jahre, 3 = 41-50 Jahre, 4 =
51-60 Jahre, 5 = 61-70 Jahre, 6 = 71-80 Jahre, 7 = 81-90 Jahre). Eine Koronargefal3stenosierung

3 50 % wurde als erkrankt definiert. Patienten ohne Stenose oder mit einem Stenosierungsgrad
< 50 % wurden zur Kontrollgruppe zusammengefasst. Abkirzungen: KHK, koronare Herzkrankheit.

Da alle Patienten koronarangiographiert wurden, konnte die Gesamtpopulation in vier
Gruppen aufgeteilt werden. Gruppe |: 510 Patienten ohne GefalRerkrankung (d. h.
Koronarstenosen < 50 %), Gruppe IlI. 452 Patienten mit Eingefal3erkrankung,
Gruppe lll: 487 Patienten mit Zweigefal3erkrankung und Gruppe IV: 803 Patienten
mit Dreigefal3erkrankung (Abb. 11).
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Abb. 11: KHK in Abhé&ngigkeit von der Anzahl der GefaRstenosierungen und

des Alters

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 2252 méannlichen Patienten zusammen. Jeder wurde in den
Kliniken fiir Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat GieBen oder in der Kerckhoff Klinik Bad Nauheim
koronarangiographisch untersucht. Die Patienten wurden in sieben Altersklassen unterteilt (Kategorie
1 =21-30 Jahre, 2 = 31-40 Jahre, 3 = 41-50 Jahre, 4 = 51-60 Jahre, 5 = 61-70 Jahre, 6 = 71-80 Jahre,

7 = 81-90 Jahre). Koronargeféal3stenosierung 3 50% wurde als erkrankt definiert. Patienten mit einem

Stenosierungsgrad < 50% dienten als Kontrollgruppe. Abkirzungen: GE, GefalRerkrankung.

Die Studienpopulation konnte zudem eingeteilt werden in eine Gruppe von Patienten,
die mindestens einen Myokardinfarkt erlitten hatten (n = 1061) und eine Kontroll-

gruppe ohne Myokardinfarkt (n = 1191).

Das Durchschnittsalter der gesamten Population betrug 61,7 £ 9,7 Jahre (Mittelwert £
Standardabweichung). Probanden ohne KHK (Koronargeféaf3stenosierung < 50 %)
waren durchschnittlich 58,5 + 10,6 Jahre alt (n = 510), Patienten mit Einge-
falerkrankung 61,2 + 9,7 Jahre alt (n = 452), Patienten mit Zweigefal3erkrankung
62,5 = 9,7 Jahre alt (n = 487) und Patienten mit DreigefaRerkrankung 63,6 £ 8,5

Jahre alt (n = 803).
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Das Durchschnittsalter der Patienten die mindestens einen Myokardinfarkt erlitten
hatten betrug 62,2 + 9,5 Jahre (n = 1061), wahrend das der Probanden ohne
Myokardinfarkt bei 61,3+ 9,9 Jahren (n = 1191) lag (Abb. 12).
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Abb. 12: Vergleich des durchschnittlichen Lebensalters von Probanden ohne
und mit koronarer Herzerkrankheit bzw. Herzinfarkt

Die Studienpopulation umfasste 2252 mannliche Patienten, die in die Kliniken fur Kardiologie der
Justus-Liebig-Universitat Giessen oder in der Kerckhoff Klinik Bad Nauheim stationdr zur
koronarangiographischen Diagnostik aufgenommen wurden. Die koronare Herzkrankheit wurde durch
eine Stenosierung der HerzkranzgefalRe 3 50 % definiert (0-3 Gefa3erkrankung). Die Diagnose des
Herzinfarktes erfolgte nach WHO-Kriterien. Es konnte daher unterschieden werden zwischen
Personen ohne Myokardinfarkt und Patienten mit mindestens einem Myokardinfarkt. Die Anzahl der
Patienten in den jeweiligen Untergruppen ist in den Saulen der Abbildung angegeben. Das

Durchschnittsalter der Patienten wurde als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
Abklrzungen: GE, GefaRerkrankung; MI, Myokardinfarkt; n, Anzahl der Patienten.
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Es lasst sich also zusammenfassend sagen, dass an dieser Studie teilnehmende
Patienten mit Koronargefal3stenosierungen 3 50 % (Durchschnittsalter 62,4 + 9,3
Jahre) signifikant alter waren als Patienten, die keine arteriosklerotische Herzkranz-
gefaRveranderungen aufwiesen (Durchschnittsalter 58,5 + 10,6 Jahre;
2p < 0,0001). Ebenso war das Durchschnittsalter der Patienten mit Myokardinfarkt
signifikant alter als das von Patienten ohne Myokardinfarkt (62,2 + 9,5 vs.

61,3 £ 9,9 Jahre) (2p < 0,001).

4. 2. Verhaltnis zwischen koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Der allgemein anerkannte Zusammenhang zwischen koronarer Herzkrankheit und
Myokardinfarkt lie3 sich auch in dieser Studienpopulation von 2252 maéannlichen
Patienten deutlich nachweisen (2p < 0,0001). Alle 2252 Patienten wurden
koronarangiographiert. Koronargefal3e ab einem Stenosierungsgrad 3 50 % wurden
als erkrankt definiert und, je nach Lokalisation der Stenose, in Ein- oder
Mehrgefal3erkrankung eingeteilt. Alle Patienten wurden zum Zeitpunkt der
stationdren Aufnahme Uber Herzinfarkte befragt und diese Angaben wurden anhand
bereits vorliegender Krankenunterlagen objektiviert. Von den 1061 Patienten mit
mindestens einem Herzinfarkt wiesen 92 % (n = 978) eine 1- (n = 214), 2- (n = 277)
oder 3-GefalRerkrankung (n = 487) auf gegenuiber lediglich 8 % (n = 83), die keine
Gefal3stenose von 3 50 % hatten (Abb. 13).
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Abb. 13: Beziehung zwischen koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Die Studienpopulation setzte sich aus 2252 Patienten zusammen, die zur koronarangiographischen
Diagnostik stationar aufgenommen wurden. KoronargefaRe ab einem Stenosierungsgrad 3 50 %
wurden als erkrankt definiert und je nach Lokalisation der Stenosen in Ein- oder

MehrgefaRerkrankungen eingeteilt. Die Diagnose des Herzinfarktes erfolgte nach WHO-Kriterien.

Abklrzungen: 0-GE, Patienten ohne Gefal3stenosierung 3 50 %; 1-GE, Patienten mit Eingefal3-
erkrankung; 2-GE, Patienten mit ZweigefaBerkrankung; 3-GE, Patienten mit Dreigefaerkrankungen.

Eine genauere Einteilung der koronaren Herzkrankheit hinsichtlich des Ausmalles

der KHK erfolgte durch Berechnung des Gensini Scores (GS). Die Studienpopulation

wurde wiederum in Patienten mit Ein- oder Mehrgefal3erkrankung eingeteilt.
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Die KHK wurde mit Hilfe des Gensini Score nach Ausmalfd und Lokalisation der
Koronarstenosierung definiert [42; 43]. Der Gensini Score wurde wie unter 3. 3.
beschrieben berechnet. Dieser erstreckte sich in der vorliegenden Studienpopulation
von O bis 214, der Mittelwert lag bei 52,1 + 47,4 (Abb. 14). Von jedem
Stenosierungsgrad wurde der Median und die dazu gehdrenden 25- und 75 %

Perzentile angegeben.
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Abb. 14: Verhaltnis zwischen koronarer Herzkrankheit und Gensini Score

Der Gensini Score als Parameter zur genauen Einteilung der koronaren Herzkrankheit lag in der
vorliegenden Studienpopulation zwischen 0 und 214. Es wurde unterschieden zwischen 0-, 1-, 2- oder
3-GefaRerkrankung. Der Median in den jeweiligen Gruppen wurde durch einen dicken schwarzen
Strich gekennzeichnet. Die 25- und 75 % Perzentile bilden den unteren und oberen Rand des grauen
Kasten und die 0- und 100 % Perzentile sind als obere und untere Striche angegeben. Ausreif3er und
Extremwerte wurden nicht beriicksichtigt. Abkirzungen: OGGE, Patienten ohne Gefalistenosierung
3 50 %; 1-GE, Patienten mit EingefalRerkrankung; 2GE, Patienten mit ZweigefalRerkrankung; 3GE,

Patienten mit DreigefaBerkrankung; n = Anzahl der Patienten.
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Ebenfalls zeigte der Gensini Score einen signifikanten Zusammenhang zum
Auftreten eines Myokardinfarktes (2p < 0,0001). Wéahrend der Gensini Score bei
Patienten ohne Myokardinfarkt (n = 1191) im Durchschnitt bei 37,8 + 41,2 lag
(Median: 24,2), wurde bei Patienten mit mindestens einem Myokardinfarkt (n = 1061)
ein Gensini Score von 68,1 + 48,8 errechnet (Median: 58,4) (Abb. 15).
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Abb. 15: Verhaltnis zwischen Gensini Score und Myokardinfarkt

Die Studienpopulation konnte unterteilt werden in Probanden ohne Myokardinfarkt (n = 1191) und in
Patienten mit mindestens einem Herzinfarkt (n = 1061). Der Median des Gensini Scores in beiden
Gruppen wurde als dicke Linie dargestellt. Die 25- und 75 % Perzentile bilden den unteren und oberen
Rand des grauen Kasten und die 0- und 100 % Perzentile sind als obere und untere Striche
angegeben. Ausreier und Extremwerte wurden nicht bertcksichtigt. Abklrzungen: n, Anzahl der

Probanden.
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4. 3. Nachweis etablierter Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit

und des Myokardinfarktes

In der vorliegenden Studienpopulation (n = 2252) wurde untersucht, in wieweit nicht
nur das Alter, sondern andere Parameter wie Body-mass-index (kg/m?), Rauchen,
Diabetes mellitus, Bluthochdruck, Cholesterin, Triglyceride, Apo B, Apo Al, Lp(a)
und Fibrinogen als Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit und des
Myokardinfarktes identifiziert werden konnten.

Im Vergleich zu den Kontrollpersonen ohne Gefal3stenosierungen (3 50 %;
Kontrollgruppe; n = 510) und KHK-Patienten mit Ein- oder Mehrgefal3erkrankungen
(Patienten; n = 1742) errechnete sich fur das Alter (2p < 0,0001), den Diabetes
mellitus in % (2p < 0,0001), die Hypertonie in % (2p < 0,0001), die behandelte
Hypercholesterinamie in % (2p <0,0001), den Apo B-Spiegel (2p < 0,0001), den
Apo A-I-Spiegel (2p < 0,0001), und den Lp(a)-Spiegel (2p < 0,02) signifikante
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollgruppe (Tabelle 5).

Im Vergleich zwischen Kontrollpersonen ohne Herzinfarkt (Kontrollgruppe; n = 1191)
und Patienten mit mindestens einem Herzinfarkt (Patienten; n = 1061) zeigten sich
ebenfalls signifikante Unterschiede fir das Alter (2p < 0,002), die behandelte
Hypercholesterinamie in % (2p < 0,0005), den Apo B (2p < 0,0002) und den
Apo A-I-Spiegel (2p < 0.0001). Zusatzlich zeigten sich noch erhdhte Mittelwerte flr
das Rauchen (2p < 0,0001) und fur das Fibrinogen (2p < 0,05). Dagegen ergaben
sich in Bezug auf den Diabetes mellitus, die Hypertonie und den Lp(a)-Spiegel keine
signifikanten  Unterschiede zwischen den Herzinfarktpatienten und den

Kontrollpersonen (Tabelle 6).
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Tabelle 5: Risikofaktoren fir die koronare Herzkrankheit bei Kontrollpersonen

und Patienten

Koronare Herzkrankheit

o Kontrollgruppe | Patienten
Risikofaktor (n = 510) (n = 1742) 2p
Alter (Jahre) 58,5+ 10,6 62,7 +9,2 <0,0001
BMI (kg x m2) 26,9+ 3,6 26,9+ 3,3 n.s.
Rauchen (Pack-Years) 19,1+24 22,9125 n.s.
Diabetes mellitus in % 12 20 <0,0001
Hypertonie in % 54 65 <0,0001
Behandelte 6 16 <0,0001
Hypercholesterinamie in %
Cholesterin (mg x dL?) 205 + 44 211 +43 n.s.
Triglyceride (mg x dL?) 143 + 89 157 + 92 n.s.
ApoB (g x L™ 1,21 +0,32 1,30+0,35 <0,0001
Apo A-l (gx L™ 1,47 +0,31 1,41 +0,29 <0,0001
Lp(a) (mg x dL™) 22 +31 30 + 39 <0,02
Fibrinogen (g x L™) 3,37+1,64 3,50+ 1,04 n.s.

Alle 2252 Patienten wurden zum Zeitpunkt der stationaren Aufnahme tber Medikation, Nikotinabusus,
Hypertonie und Diabetes mellitus befragt. Hypertonie und Diabetes mellitus wurden jeweils als binare
Variable definiert und nicht in weitere Untergruppen unterteilt. Mit Ausnahme von 18 Patienten
handelte es sich bei allen Diabetes mellitus Erkrankungen um den Typ Il (n = 405). Menge und Dauer
des Zigarettenkonsums wurde als ,Pack-Years" (1 py = 20 Zigaretten/Tag Uber 1 Jahr) angegeben.
GroRRe und Gewicht der Patienten wurden zum Body-mass-index (kg/mz) umgerechnet. Triglyceride,
Cholesterin, Apolipoprotein B (Apo B), Apolipoprotein A-I (Apo A-l), Lipoprotein(a) (LP(a)) und
Fibrinogen wurden durch die herkbmmlichen Methoden der Klinischen Chemie bestimmt (siehe
Methoden). Alle Werte wurden als Mittelwerte + Standardabweichung oder in Prozent angegeben. Die
Beziehung der Risikofaktoren zur KHK wurde durch die multiple logistische Regression berechnet.
Abkirzungen: Apo Arl, Apolipoprotein A-l; Apo B, Apolipoprotein B; BMI, Body-mass-index; Lp(a),

Lipoprotein(a); n. s., nicht signifikant; n, Anzahl der Patienten.
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Tabelle 6: Risikofaktoren fiur den Myokardinfarkt bei Kontrollpersonen und

Patienten
Myokardinfarkt

o Kontrollgruppe Patienten
Risikofaktor (n =1191) (n = 1061) 2p
Alter (Jahre) 61,3+£9,9 62,2+9,5 < 0,002
BMI (kg x m2) 26,9+34 26,9+3,3 n. s.
Rauchen (Pack-Years) 199+244 24,6 + 26 <0,0001
Diabetes mellitus in % 17 19 n.s.
Hypertonie in % 63 61 n.s.
Behandelte 9 18 < 0,0005
Hypercholesterinamie in %
Cholesterin (mg x dL?) 210 + 43 209 + 44 n.s.
Triglyceride (mg x dL?) 152 + 95 155 + 88 n.s.
ApoB (gx L™ 1,26 + 0,34 1,29 + 0,35 < 0,0002
Apo A-l (gx L™ 1,45+0,29 1,40+ 0,29 <0,0001
Lp(a) (mg x dL™) 27,3+37 29,2 + 36 n.s.
Fibrinogen (g x L™) 3,40+1,31 3,56 + 1,07 <0,05

Alle 2252 Patienten wurden zum Zeitpunkt der stationaren Aufnahme Uber Medikation, Nikotinabusus,
Hypertonie und Diabetes mellitus befragt. Hypertonie und Diabetes mellitus wurden jeweils als binare
Variable definiert und nicht in weitere Untergruppen unterteilt. Mit Ausnahme von 18 Patienten
handelte es sich bei allen Diabetes mellitus Erkrankungen um den Typ Il (n = 405). Menge und Dauer
des Zigarettenkonsums wurde als ,Pack-Years" (1 py = 20 Zigaretten/Tag Uber 1 Jahr) angegeben.
GroRRe und Gewicht der Patienten wurden zum Body-mass-index (kg/mz) umgerechnet. Triglyceride,
Cholesterin, Apolipoprotein B (Apo B), Apolipoprotein A-lI (Apo A-l), Lipoprotein(a) (Lp(a)) und
Fibrinogen wurden durch die herkbmmlichen Methoden der Klinischen Chemie bestimmt (siehe
Methoden). Alle Werte wurden als Mittelwerte + Standardabweichung oder in Prozent angegeben. Die
Beziehung der Risikofaktoren zum MI wurde durch die multiple logistische Regression berechnet.
Abkirzungen: Apo Arl, Apolipoprotein A-l; Apo B, Apolipoprotein B; BMI, Body-mass-index; Lp(a),

Lipoprotein(a); n. s., nicht signifikant; n, Anzahl der Patienten.
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4. 4. Verteilung der Glykoprotein llla P™** Genotypen in der

Studienpopulation

Der Genpolymorphismus des Glykoprotein llla unterscheidet drei verschiedene
Genotypen (PPYAL pAtAZ ppr2IA2) 1n der vorliegenden Studienpopulation verteilten
sich diese drei Genotypen zu 73,1 % (n = 1646) auf den P*YA1 Genotyp, zu 24,8 %
(n = 559) auf den PPYA2 Genotyp und zu 2,1 % (n = 47) auf den P*?2 Genotyp
(Tabelle 7 und Abb. 16).

Tabelle 7: Verteilung der GP Illa PI*YA? Genotypen in der Studienpopulation

Glykoprotein llla Pl AYA2 Genotyp

P| Al/Al PI A1/A2 PI A2/A2

Nachweis

POR 73,1% (n=1646) |24,8 % (n = 559) 2,1 % (n = 47)

Die GP llla Genotypen wurden mittels PCR analysiert. Nach Behandlung des PCR-Produktes mit den
Restriktionsenzymen erfolgte die Trennung der DNA-Fragmente durch die Gel-Elektrophorese (siehe
Methodenteil). Der GP llla pAYvA2

Position 1565 (Austausch eines T in ein C) charakterisiert. Er unterteilt sich in die drei verschiedenen
A1/A1, P|A1/A2' P|A2/A2

-Genpolymorphismus ist durch eine Punktmutation im Exon 2 an

Genotypen: Pl . Abkirzungen: n, Anzahl der Patienten.
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Abb. 16: Graphische Darstellung der Verteilung der GP Illa PI*YA2 Genotypen in

der Studienpopulation
Die GP llla Genotypen wurden mittels PCR analysiert. Nach Behandlung des PCR-Produktes mit den
Restriktionsenzymen erfolgte die Trennung der DNA-Fragmente durch die Gel-Elektrophorese (siehe
Methodenteil). Der GP llla pIAtAZ

Position 1565 (Austausch eines T in ein C) charakterisiert. Er unterteilt sich in die drei verschiedenen
AL/AL, PlAlIAZ_ PIAZ/AZ

Genpolymorphismus ist durch eine Punktmutation im Exon 2 an

Genotypen: Pl . Die Prozentangaben aus Tabelle 7 wurden auf ganze Zahlen

gerundet.

4. 5. Etablierte koronare Risikofaktoren in Abhangigkeit von den GP llla

PI*"A2 Genotypen

Die Studienpopulation von 2252 méannlichen Patienten wurde auf die Verteilung der
etablierten Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit bzw. des Myokardinfarktes
(Alter, Cholesterin, Triglyceride, Apo B, Apo A-l, Lp(a), Fibrinogen, Hypertonie, Body-
mass-index und Zigarettenkonsum) zwischen den Gruppen der drei verschiedenen
GP llla PPYA2 Genotypen untersucht. Nahezu signifikante Unterschiede ergaben sich
beim Alter (2p = 0,058) (Tabelle 8). Dagegen wiesen die drei GP llla PPYA2
Genotypen keine unterschiedlichen Werte in Bezug auf alle anderen Parameter auf
(Tabelle 8).
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Tabelle 8: Etablierte Risikofaktoren der KHK bzw. des Myokardinfarkts in
Abhéngigkeit von den GP llla Genotypen

GP Illa PI*YA2 Genotyp
PIAYAL (n = 1646 ) | PI"YA2 (n = 559) | PI*?A2(n = 47)| 2p

Alter (Jahre) 61,4+99 62,5+9,5 63,0+7,3 0,058
Cholesterin (mg/dl) 210+£43 208 + 44 221+41 0,183
Triglyceride (mg/d|) 155 + 93 150 + 84 166 £ 123 0,387
Apo A-l (g/l) 1,43 +0,30 1,41 +0,28 1,40+0,28 | 0,311
Apo B (g/l) 1,28+ 0,34 1,26 + 0,35 1,34+0,30 | 0,172
Lp(a) (mg/dl) 28 + 37 27 + 38 35+43 0,380
Fibrinogen (g/1) 3,46 £1,03 3,55+1,64 3,08+0,58 | 0,423
Diabetes mellitus 18 19 21 0,442
in %

Hypertonie in % 61 65 60 0,307
BMI (kg/m?) 26,9 + 3,4 26,8 + 3,2 26,6+3,6 | 0,506
Nikotinabusus (py) 21 £ 27 21+ 26 21+ 26 0,590

Von 2252 Patienten wurden Angaben Uber Alter, Nikotinabusus und Hypertonie zum Zeitpunkt der
stationaren Aufnahme anamnestisch erhoben. Menge und Dauer des Zigarettenkonsums wurden als
.Pack-Years" angegeben (1 py = 20 Zigaretten/Tag Uber ein Jahr). Grof3e und Gewicht wurden zum
Body-mass-index (kg/mz) umgerechnet. Die Serumkonzentrationen von Cholesterin, Triglyceride,
Apo A-l, Apo B, Lp(a) und Fibrinogen (in mg/dl bzw. in g/l) wurden gemessen (siehe Methoden).

Alle kontinuierlichen Parameter wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Hypertonie
wurde als bindre Variable definiert und als relative Haufigkeit der Patienten in % angegeben. Die
GP llla Genotypen wurden mittels PCR analysiert. Nach Behandlung des PCR-Produktes mit den
Restriktionsenzymen erfolgte die Trennung der DNA-Fragmente durch die Gel-Elektrophorese (siehe
Methodenteil). Abkurzungen: Apo A-l, Apolipoprotein A-l; Apo B, Apolipoprotein B; Lp(a),
Lipoprotein(a); py, Pack-Years; n, Anzahl der Patienten.
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Gleiche Analysen wurden in den KHK-Untergruppen (1- bis 3-Gefal3erkrankung), des
Myokardinfarkts (Patientengruppe ohne und mit Herzinfarkt) und in der Kontroll-
gruppe (Patienten mit Gefaldstenosen < 50 %) durchgefihrt. In jeder der genannten
Untergruppen wurden nahezu identische Durchschnittswerte beobachtet (Ergebnisse

nicht dargestellt).

|A1/A2

4. 6. Beziehung zwischen dem GP llla P Genpolymorphismus und

der koronaren Herzkrankheit

In der gesamten Studienpopulation von 2252 mannlichen Patienten wurden die P*!-
und Pl “2-Allelfrequenzen zwischen Personen mit 0-GefaRerkrankungen (n = 510)
und Patienten mit 1- (n = 452), 2 (n = 487) und 3GefalRerkrankung (n = 803)
verglichen.

Die koronare Herzkrankheit wurde zum einen Uber den Geféal3status der Probanden
ab einem Stenosierungsgrad der Herzkranzgefal’e 3 50 % und zum anderen Uber
den Gensini Score definiert. Es zeigte sich, dass der GP llla PP)YA2
Genpolymorphismus  weder mit dem KHK-Risiko (Ein-, Zwei-, oder
DreigefalRerkrankung) (2p = 0,15), noch mit dem KHK-Schweregrad, definiert nach

der Anzahl der erkrankten Gefal3e, assoziiert (2p = 0,14) war (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Verteilung der Glykoprotein Illa PI*YA2 Genotypen in Probanden ohne

GefaRerkrankung und in Patienten mit koronarer Herzkrankheit

Glykoprotein Illa PI*YA%2 Genotypen
Kontrolle/Patiente n n (PIAPIAL) n (PIA1PIA2) n (PIA2pIA?)
n
KHK
0-GE 510 386 (0,757) 112 (0,220) 12 (0,023)
1-GE 452 340 (0,752) 104 (0,230) 8 (0,018)
2.GE 487 364 (0,747) 119 (0,244) 4 (0,008)
3-GE 803 556 (0,692) 224 (0,279) | 23(0,029)

PIAYAZ pllele

Kontrolle/Patienten n PIt (95% K1) PI*? (95% Ki)
KHK
0-GE 510 0,87 (0,85-0,89) 0,13 (0,11-0,15)
1-GE 452 0,87 (0,85-0,89) 0.13(0,11-0,15)
2-GE 487 0,87 (0,85-0,89) 0.13(0,11-0,15)
3-GE 803 0,83 (0,81-0,85) 0.17 (0,15-0,19)

Die koronare Herzkrankheit wurde tber den durch die Koronarangiographie bestimmten Gefal3status
definiert. Es konnten Patientengruppen ohne Gefal3erkrankung, d. h. Koronargefé3stenosierungen

< 50 % und Patientengruppen mit Ein-, Zwei-, oder Dreigefallerkrankung unterschieden werden. Zum
Nachweis des Genpolymorphismus siehe Methoden. Die Konfidenzintervalle sind in Klammern
angegeben. Abkilrzungen: 1-GE, EingefaRerkrankung; 2-GE, Zweigefal3erkrankung; 3-GE,

DreigefalRerkrankung; Kl, Konfidenzintervall; n, Anzahl der Patienten.
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Auch bei Definition der koronaren Herzkrankheit anhand des Gensini Scores konnte
keine Assoziation zwischen dem PPYA2  Genpolymorphismus und dem
KHK-Schweregrad gefunden werden (2p = 0,077).

In der Gesamtpopulation errechnete sich fiur den PPYAl Genotyp ein
Durchschnittswert des Gensini Score von 51 + 0,9 (n = 1646; Mittelwert +
Standardabweichung), fiir den P*YA2 Genotyp von 66,5 + 2 (n = 559) und fiir den
PP?A2 Genotyp von 52,1 + 8,9 (n = 47). Darilber hinaus konnte auch in den
Untergruppen der KHK nahezu gleiche Durchschnittswerte des Gensini Score bei

den GP llla Genotypen beobachtet werden (Tabelle 10) (Abb. 17).

Tabelle 10: Vergleich der Gensini Scores zwischen den GP llla PIAYA?
Genotypen in der Gesamtpopulation und bei Patienten mit und ohne koronare

Herzkrankheit

Gensini Score
PlAl/Al (n) PlAl/AZ (n) PIAZ/AZ (n)

Gesamt- 51+0,9 (1646) |665+2  (559) 52,1+8,9 (47)
population

0-GE 6+8 (386) 7+13 (112) 5+3 (12)
1-GE 32+24  (340) 31,5+ 26,5 (104) 21,0+14 (8)
2-GE 55+33  (364) 54,5+ 33,5 (119) 41+20  (4)
3-GE 90+44  (556) 94+52  (224) 89+56  (23)

Der Gensini Score wurde nach Lokalisation und Schweregrad der Koronarstenosen - wie im
Methodenteil beschrieben - berechnet und als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
KoronargeféaRe ab einem Stenosierungsgrad 3 50 % wurden fiir die Bestimmung des Gefal3status
(0- bis 3-GefaRerkrankung) als erkrankt definiert. Die Gesamtpopulation umfasste 2252 mannliche
koronarangiographierte Patienten. Die GP llla Genotypen wurden mittels PCR analysiert. Nach
Behandlung des PCR-Produktes mit den Restriktionsenzymen erfolgte die Trennung der DNA-
Fragmente durch die Gel-Elektrophorese (siehe Methodenteil). Es konnten drei verschiedene GP llla-
Genotypen unterschieden werden (PIAllAl; pIAYAZ, PIAZ/AZ). Abklrzungen: GE, GefaRerkrankung; n,

Anzahl der Patienten.
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Abb. 17: Graphische Darstellung der durchschnittlichen Gensini Scores der
GP Illa PI*YA2 Genotypen in der Gesamtpopulation und bei Patienten ohne und

mit koronarer Herzkrankheit

Der Gensini Score wurde nach Lokalisation und Schweregrad der Koronarstenosen -wie im
Methodenteil beschrieben- berechnet und als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die
Anzahl der Patienten in den jeweiligen Gruppen wurde in bzw. Uber den S&ulen angegeben.
Koronargefafie ab einem Stenosierungsgrad 3 50 % wurden fir die Bestimmung des Gefal3status

(0- bis 3-GefalRerkrankung) als erkrankt definiert. Die Assoziation zwischen dem GP Illa Genotyp und
dem Gensini Score in der Gesamtpopulation und in den Untergruppen der koronaren Herzkrankheit
(0- bis 3-Gefalerkrankung) wurde mit der multiplen Regression Uberprift. Abkirzungen: GE,

GefaRerkrankung; n, Anzahl der Patienten.
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4. 7. Korrelation zwischen GP llla Genotypen und koronarer

Herzkrankheit in Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen

In der vorliegenden Studie wurden sog. Niedrigrisiko- und Hochrisiko-Gruppen
definiert (siehe Methoden), die also in Bezug auf etablierte Risikofaktoren der
koronaren Herzerkrankheit ein geringeres oder hoheres Erkrankungsrisiko
aufwiesen.

Diese Kollektive wurden auf eine mogliche Assoziation zwischen dem GP llla
PI*YA2 - Genpolymorphismus und der koronaren Herzkrankheit untersucht. Nach
Ausschluss von Patienten mit einem hohen BMI (> 26,9 kg/m? Mittelwert der
Gesamtpopulation) konnte eine Assoziation zwischen dem Gensini Score und dem
GP llla PPYA2 Genpolymorphismus festgestellt werden (2p < 0,05). Dabei wiesen
PI*?A2 Homozygote die hochsten, und Trager des PPYA! Genotyp die niedrigsten
Gensini Scores auf (Abb. 18). Ebenfalls bei Patienten mit einem hohen Apo A-1 Wert
(> 1,43 g/l, Mittelwert der Gesamtpopulation) konnten gleichartige Unterschiede
festgestellt werden (2p < 0,02) (Abb. 18). Unterschiede in Bezug auf den Gensini
Score wurden ebenfalls beobachtet, wenn beide Kriterien - niedriger BMI und hoher
Apo A-l Spiegel - zur Definition einer Niedrigrisiko-Gruppe zugrunde gelegt wurden
(2p < 0,02) (Abb. 18).

In anderen Niedrigrisiko-Gruppen und auch in samtlichen Hochrisiko-Gruppen
hatten Trager des PP*YA2 oder P*?A2 Genotyps kein erhohtes Risiko gegentiber GP

llla P*YA1 Homozygoten (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 18: Vergleich der Gensini Scores zwischen den GP llla PI*YA2 Genotypen
in verschiedenen Niedrigrisiko-Gruppen

Die Niedrigrisiko-Gruppen wurden Uber einen niedrigen BMI und/oder tber einen hohen Apo A-I Wert
definiert. Dabei wurde fir beide Parameter jeweils der Mittelwert der Gesamtpopulation zugrunde
gelegt. Die Gensini Scores sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Die statistische
Analyse erfolgte mit der multiplen Regression unter Bertcksichtigung der etablierten KHK
Risikofaktoren. Die Anzahl der Probanden ist in den Saulen angegeben. Abkirzungen: BMI, Body-

mass-index; Apo A-l, Apolipoprotein A-I; n, Anzahl der Patienten
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4. 8. Verhéltnis zwischen GP llla PI***? Genotyp und Myokardinfarkt

In der Gesamtpopulation konnte kein Unterschied der GP Illa PPYA2
Genotyphaufigkeiten zwischen Personen ohne Herzinfarkt (n = 1191) und mit
Herzinfarkt (n = 1061) beobachtet werden. Die relativen Haufigkeiten der drei GP llla
PI*YA2 Genotypen waren in diesen beiden Gruppen jeweils nahezu identisch verteilt
(Tabelle 11).

Tabelle 11: Verteilung der GP llla PI*YA2 Genotypen bei Patienten ohne oder mit

Herzinfarkt

Glykoprotein Illa Pl #¥A2 Genotypen

Kontrolle/Patienten n n (PIPIAY n (PIA1PIA%) n (PIA?PI*?)

Anzahl der
Myokardinfarkte

Kein MI 1191 863 (0,725) 297 (0,249) 31 (0,026)
1-3 M 1061 783 (0,738) 262 (0,247) 16 (0,015)

P| AVAZ pllele

Kontrolle/Patienten n PIA! (95% K1) PIA% (95% K1)

Anzahl der
Myokardinfarkte

Kein MI 1191 0,85 (0,83-0,86) 0,15 (0,14-0,17)
1-3 M 1061 0,86 (0,85-0,88) 0,14 (0,12-0,15)

Die Studienpopulation konnte in 2 Gruppen bestehend aus Probanden ohne Herzinfarkt (MI = 0O,
n = 1191) und in Herzinfarktpatienten (MI = 1-3, n = 1061) eingeteilt werden. Die Konfidenzintervalle
wurden in Klammern angegeben. Abkirzungen: Kein MI, Personen ohne Myokardinfarkt; 3 Ml,

Patienten mit einem bis zu drei Myokardinfarkten; Kl, Konfidenzintervall; n, Anzahl der Patienten.
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Man kann also schlussfolgernd sagen, dass das PI*? Allel bei Patienten mit

Herzinfarkt nicht haufiger auftrat als bei Patienten ohne Herzinfarkt.

IAl/A2

4. 9. Korrelation zwischen GP llla P Genotyp und Myokardinfarkt in

Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen

In Analogie zur KHK als klinische Manifestation wurde die Gesamtpopulation auch
fur die Assoziationsanalysen zum Herzinfarkt in Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen
unterteilt.

So wurde zum Beispiel untersucht, ob in Abhangigkeit vom Alter der Patienten eine
Assoziation zwischen dem PP*YA2 Genpolymorphismus des GP llla Gens und dem
Myokardinfarktrisiko bestand. Bei einem Durchschnittsalter der Patienten von 62,2
Jahren wurde das Probandenkollektiv in Patienten, die junger (n = 1069) bzw. alter
als 62 Jahre (n = 1183) waren, aufgeteilt.

Sowohl in der Gruppe der jungeren als auch der alteren Patienten konnte keine
Assoziation zwischen dem GP llla P2 Genotypus und dem Myokardinfarktrisiko
nachgewiesen werden. Im Vergleich zwischen Probanden ohne Herzinfarkt zu
Patienten mit Herzinfarkt konnten in beiden Altersgruppen annéhernd identische Pf*?

Allelfrequenzen festgestellt werden (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Verteilung der GP Illa PI*YA2 Allele zwischen Probanden ohne und

mit Herzinfarkt unter bzw. tiber 62 Jahren

PI*2 Allel ignifi
Alter 3 62 Jahre © Gesamt glgnlflkanz
Nein Ja P
Nein Anzahl 428 181 609
Erwartete Anzahl |436,5 172,5 609,0
Herzinfarkt
(Ja/Nein) |Ja  Anzahl 420 154 574
Erwartete Anzahl |411,5 162,5 574,0 0,273
Gesamt Anzahl 848 335 1183
Erwartete Anzahl | 848,0 335,0 1183,0
PI*2 Allel P
Alter < 62 Jahre Gesamt g;)gmflkanz
Nein Ja
Nein Anzahl 435 147 582
. Erwartete Anzahl |434,5 147,5 582,0
Herzinfarkt
(Ja/Nein) |Ja Anzahl 363 124 487
Erwartete Anzahl |363,5 1235 487.0 0,944
Gesamt Anzahl 798 271 1069
Erwartete Anzahl | 798,0 2710 1069,0

Bei einem Durchschnittsalter von 62,2 Jahren wurde das Studienkollektiv in Patienten aufgeteilt, die

junger bzw. &lter als 62 Jahre waren. Die Infarktgruppe setzte sich aus Patienten zusammen, die

mindestens einen Herzinfarkt erlitten hatten. Die Kontrollgruppe erfasste alle koronarangiographierten

Probanden ohne Myokardinfarkt.

4. Ergebnisse

55



Zusatzlich wurde der Zusammenhang zwischen dem PPYA2 Genpolymorphismus und
dem Myokardinfarkt-Risiko bei Patienten untersucht, die hinsichtlich weiterer
etablierter Risikofaktoren ein geringeres oder hoheres Risiko fir ischamische
Herzerkrankungen aufwiesen.

Die Definition erfolgte allgemein mittels Median bzw. Mittelwert flr kontinuierliche
Werte und Zu- bzw. Abwesenheit fur bin&re Variable (Zigarettenkonsum < 5 py, keine
arterielle Hypertonie, kein Diabetes mellitus, BMI < 26,9 kg/m?, Apo B < 1,25 g/,
Apo A-l > 1,43 mg/dl, Lp(a) < 10 mg/dl, Triglyceride < 154 mg/dl, Cholesterin
< 209 mg/dl und Fibrinogen < 3,47 mg/dl).

Es konnten keine Niedrigrisiko-Gruppe identifiziert werden, bei denen ein
statistischer Zusammenhang zwischen den GP lIlla PPYA? Genotypen und
Myokardinfarkt-Risiko festgestellt wurde. Auch wenn man die Niedrigrisiko-Gruppen
Uber die Kombination mehrerer protektiver Faktoren definierte, konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Tabelle 13).

Gleichartige Beobachtungen wurden auch bei allen Hochrisikogruppen gemacht
(Ergebnisse nicht dargestellt).
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Tabelle 13: Beziehung zwischen dem GP llla PI*YA2 Genpolymorphismus und

dem Myokardinfarkt in Niedrigrisiko-Gruppen

Niedrigrisiko-Gruppen Signifikanz n
Zigarettenkonsum < 5 py 0,457 1051
Kein Hypertonus 0,666 849
Kein Diabetes mellitus 0,877 1843
(ein Diaperes melitus 0372 740
BMI < 26,9 kg/m2 0,692 1208
Apo A-l > 1,43 mg/dl 0,829 977
2

Apo B < 1,25 mg/dl 0,215 1040
Apo A-lI/Apo B> 1,12 0,578 1050
Lp(a) < 10 mg/dl 0,652 904
Triglyzeride < 154 mg/dI 0,673 1282
Cholesterin < 209 mg/dl 0,875 1064
Fibrinogen < 3,47 mg/dl 0,376 1198

In der vorliegenden Studienpopulation von 2252 mannlichen Probanden wurden verschiedene
Niedrigrisiko-Gruppen definiert, die in Bezug auf klassische Risikofaktoren und protektive Faktoren
ischamischer Herzerkrankungen ein geringeres Herzinfarktrisiko aufwiesen (siehe Methodenteil). Die
Angaben (ber Zigarettenkonsum, Hypertonus und Diabetes mellitus wurden durch Befragung der
Patienten erhoben. GroRe und Gewicht der Patienten wurden zum Body-mass-index (kg/m?)
umgerechnet. Menge und Dauer des Zigarettenkonsums wurden als ,Pack-Year* (1 py = 20
Zigaretten/Tag Uber ein Jahr) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mit der multiplen
logistischen Regression. Abkirzungen: Apo A-l, Apolipoprotein A-l; Apo B, Apolipoprotein B; BMI,

Body-mass-index; Lp(a), Lipoprotein(a); py, pack year; n, Anzahl der Patienten.
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IAl/A2

4. 10. Korrelation zwischen GP llla P Genotyp und Herzinfarkt in

Abhangigkeit vom Alter beim ersten Herzinfarkt

In der Gruppe der Patienten mit mindestens einem Herzinfarkt lag das Alter beim
ersten Herzinfarkt zwischen 22 und 86 Jahren bei einem Durchschnittsalter von
62,2 + 9,5 Jahren. Es wurde daher im Folgenden untersucht, ob Patienten mit einem
PP?A2 Genotyp zu einem fritheren Zeitpunkt einen Herzinfarkt erlitten hatten, als
Patienten mit dem PPYAL oder PIYA2 Genotyp. Es konnte fiir den PI*YA! Genotyp ein
Durchschnittsalter von 56,61 + 10,13 (n = 722), fur den PP*YA? Heterozygoten von
56,74 + 10,45 (n = 251) und fir den P*?A2 Homozygoten ein Durchschnittsalter von
60,00 = 9,63 Jahren (n = 16) berechnet werden (2p = 0,421).

Gleichartige Ergebnisse zeigten sich auch, wenn man die Studienpopulation in
Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen unterteilte und in diesen das Auftreten des ersten
Herzinfarkts in Abhangigkeit vom Alter untersuchte (Ergebnisse nicht dargestellt).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PI*? Alleltrager nicht zu einem

friheren Lebenszeitpunkt einen Herzinfarkt erlitten als P! Alleltrager (Tabelle 14).

Tabelle 14: Zusammenhang zwischen dem PI*YA2 Genpolymorphismus des

Glykoprotein llla und dem Alter beim Auftreten des ersten Myokardinfarkts

GP Illa n Mittelwert itt)a\:\:‘;i;]du-ng Slgr(lzlgl)(anz
P 722 56,61 10,13
pAL/A2 251 56.74 10,45
0,421
pA2AZ 16 50.00 563
Insgesamt 989 56,70 10,21

Es wurde untersucht, ob es eine Abhéangigkeit zwischen dem Alter beim Auftreten des ersten

AL/A2

Myokardinfarkts und dem PI Genpolymorphismus des Glykoprotein Illa gab. Abkirzungen: n,

Anzahl der Patienten.
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5. Diskussion

5. 1. Kurzdarstellung der Studienergebnisse

Die Studienpopulation von 2252 mannlichen Patienten, die aus der Klinik flr
Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en und aus der Kerckhoff Klinik Bad
Nauheim rekrutiert und deren Koronarstatus mit Hilfe der Koronarangiographie
bestimmt worden war, wurde auf eine mogliche Assoziation des PPIYA2
Genpolymorphismus im Thrombozytenmembranglykoprotein Glykoprotein (GP) llla
zum Risiko und Schweregrad der koronaren Herzkrankheit und zum Risiko des
Myokardinfarkts untersucht.

Es konnten nahezu alle etablierten Risikofaktoren und protektive Faktoren
ischamischer Herzerkrankungen identifiziert und eine ausgepragte Assoziation
zwischen dem Risiko und Schweregrad der koronaren Herzkrankheit und dem
Myokardinfarkt-Risiko nachgewiesen werden. In der Gesamtpopulation konnte keine
Assoziation des GP llla P*YA2 Genpolymorphismus zu Risiko und Schweregrad der
koronaren Herzkrankheit und zum Myokardinfarkt-Risiko nachgewiesen werden.
Dagegen konnten mehrere Niedrigrisiko-Gruppen identifiziert werden, in denen eine
Assoziation zwischen dem PP*? Allel des GP llla Genpolymorphismus und dem
Schweregrad der koronaren Herzkrankheit, definiert nach Gensini, festgestellt
werden konnte (BMI < 26,9 kg/m?; Apo A-1 > 1,43g/l; BMI < 26,9 kg/m? und Apo A-l >
1,43 g/l; jeweils Mittelwerte).

Eine Assoziation des GP llla Genpolymorphismus zum Risiko des Myokardinfarkts
wurde hingegen weder in der Gesamtpopulation, noch in den verschiedensten

Niedrig- oder Hochrisiko-Gruppen beobachtet.
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5. 2. Primare Hamostase unter besonderer Bertcksichtigung der

Bedeutung der thrombozytaren Adhasionsproteine

Die Bildung eines GefalBwandthrombus, welcher zur Blutstillung fihrt, wird
Hamostase genannt. Die Hamostase wird nach dem zeitlichen Ablauf in
verschiedene Stadien unterteilt, primare Hamostase, sekundare Hamostase und
Fibrinolyse. Wéahrend der primédren Hamostase adharieren Thrombozyten an
Strukturen im Bereich der Gefal3wandlasion (Adh&sion) und bilden durch Interaktion
mit weiteren Thrombozyten (Aggregation) den primaren hamostatischen Thrombus.
Unter physiologischen Bedingungen adharieren Thrombozyten nicht an eine intakte
GefalRwand. Sie interagieren erst mit Endothelzellen, wenn Plattchen aktivierende
Substanzen von Endothelzellen freigesetzt werden bzw. aus subendothelialen
Schichten in das Gefal3lumen dringen.

Die Adhasion von Thrombozyten an subendotheliale Strukturen wird durch
Adhasionsproteine (Liganden) vermittelt. Diese Liganden interagieren mit
spezifischen Membranrezeptoren, von denen die Integrine die wichtigsten sind
[133]. Weitere Gruppen der thrombozytaren Adhasionsrezeptoren sind die
leuzinreichen  Glykoproteine, die Selektine und die Rezeptoren vom
Immunglobulintyp.

Integrine sind Membranrezeptoren, die Liganden auf der Oberflache von Zellen mit
dem Zytoskelett im Inneren der Zellen verbinden. Integrinrezeptoren stellen
Heterodimere von Glykoproteinen (GP) dar und werden sowohl auf Blutzellen als
auch auf Endothelzellen gefunden. Thrombozyten adharieren an subendotheliale
Strukturen Uber Adhéasivproteine, wie z. B. den von Willebrand-Faktor; Rezeptor fur
den von Willebrand-Faktor ist der GP Ib/IX-Komplex [133]. Fibrinogen, Fibronectin
und Vitronectin sind weitere Adhasivproteine, die tUber Rezeptoren an Thrombozyten
binden. Kollagen bindet an Thrombozyten tber GP IV und den GP la/lla-Komplex
[20]. Nach Adhasion an das Subendothel sezernieren Thrombozyten Inhaltsstoffe,
z. B. ADP, ATP, Serotonin, [Thromboglobulin, Plattchenfaktor 4, Fibrinogen und
hochmolekulares Kininogen, die morphologische und funktionelle Veranderungen im

Blutplattchen induzieren und die Aktivierung genannt werden [49].
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Wahrend der Formveranderung kommt es zur Ausbildung von Pseudopodien, welche
die effektive Abdichtung der Gefallwandlasion beginstigt. Weiterhin kommt es erst
nach Aktivierung der Thrombozyten im Bereich des Glykoprotein lIb/llla-Komplexes
zur Freilegung von Bindungsstellen fur Fibrinogen. Zentrales Ereignis der
Thrombozytenaggregation ist somit die Bindung von Fibrinogen an das Glykoprotein
lIb/llla [20; 49]. Die initale Bindung von Fibrinogen an das Glykoprotein lib/llla ist
noch ein reversibler Vorgang und wird primare Aggregation genannt. Im Zeitverlauf
erfolgt in der Phase der sekundaren Aggregation durch Ausschittung von
Inhaltsstoffen (Thromboxan A,, Arachidonsaure, ADP) aus den Granula der
Thrombozyten eine irreversible Stabilisierung der Fibrinogenbindung an den GP
lIb/llla-Komplex. Die besondere Struktur des Fibrinogenmolekiils, das aus einer im
Zentrum gelegenen Domane und zwei nach aussen gewandten Domé&nen besteht,
pradestiniert es fur eine Bruckenbildung zwischen zwei Zellen [49; 133]. An der
Brickenbildung zwischen den Thrombozyten sind zu einem geringeren Ausmal}
auch die Adhéasionsproteine von Willebrand-Faktor, Fibrinogen und Vitronectin
beteiligt.

Dieser inital gebildete prim&r hamostatische Thrombus stillt voriibergehend die
Blutung, ist jedoch instabil und 16st sich schnell von der Gefal3wandlasion ab. Nach
Aktivierung der Gerinnungskaskade wird Thrombin duch proteolytische Spaltung aus
Prothrombin gebildet. Thrombin wiederum fiihrt durch Degradation von FHbrinogen
zur Bildung von Fibrin, welches durch Polymerisation zur Verfestigung des

Plattchenaggregates fuhrt (sekundérer hamostatischer Thrombus).

5. 3. Zur Bedeutung der Genpolymorphismen thrombozytarer

Glykoproteine

Thrombozyten weisen membranstandige Glykoproteine auf, welche die Interaktionen
von Blutplattchen untereinander, die Wechselwirkungen mit der subendothelialen
Matrix und mit plasmatischen Gerinnungsfaktoren, sowie die Interaktionen mit
Endothelzellen oder Leukozyten vermitteln. Thrombozytare Glykoproteine sind sehr

vielgestaltig. Der Grund fur diese Polymorphismen liegt haufig in dem Austausch
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eines einzigen Basenpaares fir das betroffene Glykoprotein codierende Gen, SNP =
Single Nucleotide Polymorphism [108; 119] (Tabellel5).

Tabelle 15: Thrombozytéare Alloantigene

Antigen Synoym Glykoprotein Nukleotid Aminosaure
Lokalisation Substitution | Substitution

HPA-1a |PIAL: zw? T106 Leuss
HPA-1b  |PA% ZwP GP llla Cios Pross
HPA-2a KOb CSZ4 Thr145
HPA-2b KOa; Sib? GP Iba Tso4 Metias
HPA-3a |Bak?® Lek?® Toe22 llegas
HPA-3b |Bak® GP lib Ga622 Sergus
HPA-4a | Yuk®’; Pen? Gso6 Argias
HPA-4b |Yuk® Pen® |GPllla Asos GINws
HPA-5a |Br’ za/ Gieas Glusgs
HPA-5b |Br®: zav: Hc?|GP la Aieas LySsos
HPA-6a Cab; TUb A1s64 Gln489
HPA-6b Caa; TU? GP llla Gis64 Arg489
HPA-7a |MaP Gi317 Alasoy
HPA-7b | Mo? GP llla Ci317 Proaoz
HPA-8a SrP T2004 CysSe36
HPA-8b |Sr GP llla Coo04 Argess
HPA-9a |Max’ GP Iib A2e03 Metss7
HPA-9b | Max® G2603 Valgs7
HPA-10a |La” Aog1 Glne,
HPA-10b |La® GP llla Gost Argez
HPA-11a |Gro® GP lla A1996 Hisess
HPA-11b | Gro? G196 Argess
HPA-12a |ya A1a1 G|U15
HPA-12b | Iy GP Ibi3 Gia1 Glyis
HPA-13a |Sit° GP la Tos31 Met7gg
HPA-13b |Sit? Cos31 Thr7gg

Abklrzungen: HPA, human platelet alloantigen; GP, Glykoprotein; A, Adenin; C, Cytosin; G, Guanin;
T, Thymidin; Leu, Leucin; Pro, Prolin; Thr, Threonin; Met, Methionin; lle, Isoleucin; Ser, Serin; Arg,
Arginin; Ala, Alanin; GlIn, Glutamin; Glu, Glutaminsaure; Lys, Lysin; Cys, Cystein; Val, Valin; His,
Histidin.
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Die uneinheitliche Nomenklatur der Alloantigen-Systeme ist geschichtlich bedingt

[58; 104]. So wurden zuerst die Alloantigene der Thrombozyten bei ihrer Entdeckung
nach dem Patienten (z. B. Ko, Br, Zw) benannt, von dem man das Alloantiserum
gewann, mit dem man das jeweilige Alloantigen nachweisen konnte [104] . Als es im
Laufe der Zeit zu mehreren Namen fir ein und dasselbe Antigen kam, wurde die
neue HPA (= human platelet alloanigen) Nomenklatur geschaffen. Die
Nummerierung der Alloantigene erfolgte chronologisch nach ihrer Beschreibung
[105; 124]. Obwohl die neue Nomenklatur allgemein akzeptiert wird, werden auch
noch weiterhin die Synoyma verwendet.

Das a2B31-Integrin, als GP la/lla-Komplex bekannt, ist einer der Rezeptoren fur
Kollagen. Infolgedessen sind kongenitale oder erworbene Defekte dieses Rezeptors,
genauso wie Autoantikbrper gegen GP la/lla, verantwortlich fir eine erhéhte
Blutungsneigung, charakterisiert durch eine beeintrachtigte Reaktion auf Kollagen

[61; 97; 106]. Vier Allele des GP la (a2 Integrin) wurden beschrieben, die mit einer
unterschiedlichen Expression des Rezeptors einhergehen [89; 108]. So fihrt das
Allel 1 (807T/1648G/2531C) zu einer vermehrten Expression, die Allele 2
(807C/1648G/2531C) und 3 (807C/1648A/2531C) dagegen zu einer verminderten
Expression des Rezeptors. Das sehr selten vorkommende Allel 4
(807C/1648G/2531T) fuhrt zu keiner veranderten Expression des Rezeptors. Die
Polymorphismen Ai64sG (LySs05Glu) und Cas31 T (ThrrggMet) sind verantwortlich fur die
Bré/Br® (HPA-5) und Si® (HPA-13bw) Alloantigene [89; 108]. Die Auswirkung des
Csgo7T Polymorphismus auf die koronare Herzkrankheit ist in vielen Studien
untersucht worden [106; 108]. Auch hier sind die Ergebnisse zum Teil sehr
widerspriichlich [106; 108]. Kroll et al [60] konnten eine Assoziation des Br/Br°
(HPA-5) Polymorphismus zur KHK bei Patienten aus Niedrigrisko-Gruppen
feststellen.

Der Glykoprotein Ib/V/IX-Komplex bildet den Adhasionsrezeptor fir den von
Willebrand-Faktor und spielt eine zentrale Rolle in der primaren Hamostase. GP
Ib/VIIX besteht aus vier Untereinheiten. GP Iba und IbR sind kovalent Uber
Disulfidbriicken miteinander verbunden. Jeweils ein GP Ib-Molekul bindet nicht
kovalent ein GP IX-Molekul.
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GP V ist die zentrale Einheit des Rezeptorkomplexes, um die je zwei GP Ib- und GP
IX Proteine nicht kovalent miteinander verbunden sind [101]. Drei Polymorphismen
des GP Iba sind von Interesse, da sie in Verdacht stehen, das Risiko fur
thrombotische Ereignisse zu erhdhen. Der erste Polymorphismus ThrissMet ist
verantwortlich  fir die Formation des Ko-Epitops (HPA-2) [62]. Dieser
Polymorphismus ist verbunden mit einem ,variable number of tandem repeats”
(VNTR) Polymorphismus in der Bindungsregion des GP Iba. Bei dieser genetischen
Variante wird eine aus 13 Aminosauren bestehende Sequenz einmal (VNTR D),
zweimal (VNTR C), dreimal (VNTR B) oder viermal (VNTR A) dupliziert [70; 82].
Einige Autoren fanden einen Zusammenhang zwischen den Varianten VNTR A oder
B und der Anwesenheit und dem Schweregrad der KHK [46; 85; 86], andere sahen
diese Assoziation nicht [53]. In vitro Studien zeigten, dass die langeren Varianten des
GP Iba (VNTR A und B) mit einer verminderten Stabilitit zwischen dem Rezeptor
und von-Willebrand-Faktor unter arteriellen Stromungsbedingungen einhergeht [69;
74]. Der dritte Polymorphismus dieses Glykoproteins ist der sogenannte C.sT Kozak
Polymorphismus. Es konnte gezeigt werden, dass das Cs Allel mit einer erhdhten
Rezeptordichte einhergeht, eine Auswirkung auf die KHK konnte aber nicht
nachgewiesen werden [18; 19; 27]. Bedeutsam sind auch Genplymorphismen von
zwei weiteren Typen der Thrombozytenmembranglykoproteinen. Zum einen handelt
es sich um den Fc Rezeptor, Fc?Rlla, der auf menschlichen Thrombozyten
exprimiert wird und der in den zwei Isoformen His;3: und Argiz; vorkommt. Dieser
Polymorphismus ist auf der einen Seite mitverantwortlich fir die Heparin induzierte
Thrombozytopenie (HIT) [15; 12; 130], auf der anderen Seite soll die Argis; Isoform
an der Entstehung thrombotischer Ereignisse beteiligt sein [12; 23; 123]. Der andere
Rezeptor ist das P-Selektin. Vier Polymorphismen (SeragoAsn, Asnss2Asp, LeusggVal
und Thr71sPro) fuhren zu einem Austausch in der Amionosdurensequenz dieses
Rezeptors. Herman et al. [50] fanden ein vermindertes Vorkommen der Proris
Variante bei Patienten mit Myokardinfarkt.

Neben dem in dieser Studie behandelten Polymorphismus des Glykoprotein llla
PAYA2 (HPA-1), gibt es noch weitere Polymorphismen, die das % Gen betreffen.
So wurde eine zusatzliche T zu G Austausch auf dem Kodon 40 gefunden, der ein

Aminosaureaustausch von Leucin zu Arginin im GP llla zur Folge hat.
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Dieser Polymorphismus ist mit dem P/*? Allel (HPA-1b) [125] gekoppelt, es wurde fiir
ihn jedoch keine klinische Relevanz beschrieben [89; 125]. Das HPA-4 (Pen oder
Yuk) System resultiert aus einem Austausch von Arginin an Position 143 (HPA-4a,
Pen®) in Glutamin (HPA-4b, Pen®) im GP lIlla [127]. Diesem Polymorphismus kommt
eine besondere klinische Bedeutung aufgrund seiner Nahe zu der RGD-
Bindungsregion zu. Antikérper gegen Pen® hemmen die ADP induzierte
Thrombozytenaggregation. Drei weitere Polymorphismen des GP llla wurden
beschrieben. Der HPA-6 (CA oder Tu; siehe Tabelle 15) ist an der Neonatalen
alloimmunen Thrombozytopenie (NATP) beteiligt und beruht auf dem Austausch von
Arginin an Position 489 (HPA-6a) in Glutamin (HPA-6b) [128]. Das HPA-7 (Mo)
Alloantigen-System beinhaltet eine Transformation von Prolin an Position 407 (HPA-
7a) zu Alanin (HPA-7b) [63]. Schliel3lich wurde das HPA-8 (Sr) System beschrieben,
das zum ersten Mal bei Patienten mit NATP entdeckt wurde. Hiebei haben Trager
des HPA-8a Allel an Position 636 Arginin und Trager des HPA-8b Allel Cytosin als
Aminosaure im GP llla [103]. Der Polymorphismus des &, Gen ist fur das HPA-3
(Bak?Bak®) System verantwortlich. Es kommt zum Austausch an Position 843 der
Aminosaure Isoleucin (HPA-3a, Bak®) zu Serin (HPA-3b, Bak®) im GP IIb [71]. Auch
dieser Polymorphismus kann zur Bildung von Alloantikdrpern fihren. Dies fuhrt zu
Thrombozytopenien bei Feten und Neugeborenen von zuvor immunisierten
Schwangeren und kann bei immunisierten Patienten wahrend einer
Thrombozytentransfusion zu febrilen Transfusionsreaktionen ftihren, verbunden mit
einem unzureichenden Thrombozytenanstieg. Klinische Studien konnten aber keinen
Zusammenhang zwischen dem HPA-3 Polymorphismus und der koronaren
Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt feststellen [66; 71].

In den letzten Jahren gab es eine Vielzahl an Arbeiten, die sich mit den
Polymorphismen der Membranglykoproteine der Thrombozyten beschatftigten
[61; 89; 104; 105; 108]. Die Erwartungshaltung der Wissenschaftler war und ist grof3,
was die Auswirkung dieser Polymorphismen auf die koronare Herzkrankheit, auf den
Myokardinfarkt, auf den Fettstoffwechsel, auf die Fibrinogenkonzentration, auf
erworbene und angeborene Thrombozytopenien, auf Thrombozytentransfusions-

reaktionen usw. angeht.
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Doch die Heterogenitat der verschiedenen Populationen und der unterschiedliche
Aufbau der Studien erlauben nur begrenzte Aussagen uUber die verschiedenen

Genvariationen.

5. 4. Funktionelle Bedeutung des P2

Polymorphismus

Das Glykoprotein llb/llla (GP llb/llla oder apl33) ist das am meisten vorkommende
Membranglykoprotein der Thrombozyten. Es fungiert in seinem aktivierten Zustand
als Rezeptor fur Fibrinogen, von-Willebrand Faktor, Fibronectin und Vitronectin
[39; 94]. Das PP* Alloantigen-System (&ltere Bezeichnung Zw Alloantigen) wurde
zum ersten Mal 1959 bei einer Patientin beschrieben, die eine Vollbluttransfusion
erhielt und funf Tage spater eine schwere Thrombozytopenie entwickelte [121].
Kunicki und Aster [65] waren die Ersten, die das Epitop auf dem Glykoprotein llla
Rezeptor lokalisierten. Man bezeichnet es daher auch als HPA-1 (human platelet
antigen). Es wurden daraufhin grof3e Anstrengungen unternommen, die Strukturen
dieses Alloantigen-Systems, aber auch weitere, zu erforschen. Diese Anstrengungen
fihrten schlieBlich zu der Erkenntnis, dass sich das P* Antigen auf einer 17 kDa
grol3en Untereinheit des GP llla befindet [88]. Kurz darauf wurde die genomische
Basis fur diesen GP llla Polymorphismus identifiziert, die durch die Substitution von
T fur C an Position 1565 im Exon des kodierenden Gens charakterisiert ist, was zum
Austausch der Aminoséaure Prolin anstelle von Leucin an Position 33 des GP llla
Proteins fuhrt [87]. Es war nun mdglich die Genotypisierung von Blutspendern,
schwangeren Miuttern und Feten vorzunehmen [10; 75; 114].

Als nun weitere Polymorphismen der Glykoproteine entschlisselt wurden und die
Bedeutung anderer Polymorphismen, wie z. B. von ldslichen Gerinnungsfaktoren
[35; 89] oder Membranglykoproteinen der Endothelzellen [134], bei der Entstehung
der koronaren Herzkrankheit erkannt wurde, war es 1995 Nurden [89], der als einer
der Ersten die Frage stellte, ob die Polymorphismen der thrombozytaren
Glykoproteine eigenstandige Risikofaktoren bzw. Risikoindikatoren fir kardio-

vaskulare Erkrankungen darstellen wirden.
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Weiss et al. beobachteten 1996 als erste einen statistischen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten des PP*? Allels und Myokardinfarktrisiko [131]. Diese
Assoziation war bei Probanden unter 60 Jahren besonders ausgepragt. Sie
untersuchten 68 herzgesunde Probanden und 71 mannliche und weibliche Patienten,
die einen Herzinfarkt erlitten hatten.

Es folgten mehrere Arbeiten, die sich mit diesem Thema auseinander setzten. Diese
unterschieden sich jedoch in ihrem Studiendesign [13; 14; 15; 22; 51; 73; 91; 99;
102; 115]. Die jeweiligen Ergebnisse wiesen eine erhebliche Diskrepanz zur Arbeit
von Weiss et al. [131] auf [13; 14; 15; 22; 51; 73; 91; 99; 102; 115]. Erhebliche
Aufmerksamkeit wurde zudem der Frage gewidmet, ob dem GP PRrYA2
Polymorphismus eine funktionelle Bedeutung zukommt [L7; 26; 54; 55; 67; 76; 78;
111; 112; 122]. So fanden Lasne et al. [67] eine geringere Ansprechbarkeit der
Thrombozyten von PI*? Allel Tragern auf TRAP (Thrombin Rezeptor aktivierendes
Peptid). Dagegen fanden Feng et al. [26] eine erhdhte Ansprechbarkeit der
Thrombozyten von P2 Allel Tragern auf die ADP induzierte Aggregation. Auch eine
neuere Arbeit von Vijayan et al. [122] weil3t &hnliche Ergebnisse auf. Sie konnten
zeigen, dass der PP*YA2 polymorphismus die ay,Rs-Rezeptor vermittelten Funktionen
wie Adhéasion, Spreizung der Thrombozyten und die Gerinnselretraktion beeinflusst.
Meiklejohn et al. [76] wiederum beobachteten keine PP*? Allel abhéngigen
Unterschiede in der Fibrinogen Bindung rach ADP Stimulation. Auch Cooke et al.
[17] sahen keine Assoziation zwischen dem Auftreten des P2 Allels und einer
erhohten Bereitschaft zur Aggregation der Thrombozyten. Uberraschenderweise
stellte diese Arbeitsgruppe fest, dass PI*? Allel Trager eine \erstarkte Hemmung der
Thrombozytenaggregation nach Gabe von Acetylsalicylsaure zeigten [17]. Michelson
et al. [78] wiesen eine verstarkte Hemmung der Thrombozytenaggregation bei PI*?
Allel Tragern gegenuber dem GP llIb/llla Rezeptor Antagonist Abciximab nach [78].
Kastrati et al. [55] berichteten Uber ein unginstigeres 30 Tage Outcome nach

koronarer Stentimplantation bei P2

homozygot mutierten Patienten im Vergleich zu
den Tragern der beiden anderen Genotypen. Senti et al. [111] stellten erhéhte
Fibrinogenspiegel bei Patienten nach Myokardinfarkt fest, die Trager des PI*? Allels
waren. In einer weiteren Studie von Senti et al. [112], wurde eine Assoziation

zwischen PI*? Allel Tragern und erhohten Triglyzidspiegeln bei Rauchern gefunden.
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Zusammenfassend muss man feststellen, dass die Frage nach der funktionellen
Bedeutung des GP PPYA?2 Genpolymorphismus kontrovers diskutiert wurde.
Allerdings wird in jungerer Zeit von einer erhohten Aggregabilitdt der Thrombozyten
von P2 Tragern ausgegangen. Diese Annahme stiitzt sich insbesondere auf die
Studien von Feng et al. [26], von Vijayan et al. [122] und auf die Beobachtung der
erhohten Restenoserate nach Stentimplantation [55]. Jedoch kann in keiner Weise
von gesicherten Erkenntnissen gesprochen werden, da es auch Studien gibt, die
eine gegenteilige Meinung vertreten [17; 67; 76]. Es bedarf daher weiterer Studien,
die sich mit diesem Themenkomplex auseinandersetzen, um gesicherte Aussagen
iiber die funktionelle Bedeutung des Genpolymrphismus PP*YA? des Glykoproteins Illa
zu treffen.

5. 5. Darstellung der publizierten Ergebnisse zur potentiellen Assoziation

IAl/AZ

zwischen dem Glykoprotein P Genpolymorphismus und koronarer

Herzkrankheit bzw. Myokardinfarkt

Ein intakter Fibrinogen Rezeptor, bestehend aus den beiden Glykoproteinen GP Iib
und GP llla, ist eine unerlassliche Voraussetzung fir die primare Hamostase.
Mehrere Punktmutationen in den Genen der Glykoproteine llb und llla wurden
bereits identifiziert [104; 119]. Die Annahme war naheliegend, dass diese Mutationen
die Interaktionen zwischen dem Liganden Fibrinogen und seinem Rezeptor, und
somit die primare Hamostase, modifizieren konnte. Solche genetisch bedingten
funktionellen Anderungen konnten die Ursache fiir eine verminderte oder erhéhte
Neigung zur Ausbildung arterieller Thrombosen sein.

Weiss et al. [131] waren die erste Arbeitsgruppe, die eine Assoziation des PI*? Allels
mit der koronaren Herzkrankheit beobachtete und zwar besonders bei Patienten, die
junger als 60 Jahre waren. Sie untersuchten 71 mannliche und weibliche Patienten,
die einen Herzinfarkt erlitten hatten und verglichen diese mit einer aus 68 Probanden
bestehenden Kontrollgruppe, bei denen keine KHK bekannt war. Die
Genotypisierung der Patienten erfolgte mittels PCR und zusatzlich mit reverser
Dot-Blot Hybridisierung.
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Die Patienten wurden auch auf die bekannten koronaren Risikofaktoren untersucht:
Zigarettenkonsum,  erhohter  Blutdruck, erhdhte  Serumcholesterinr  und
Triglyzeridwerte und Diabetes mellitus. Der Koronarstatus der Patienten ergab sich
aus der Dokumentation abgelaufener koronarer Ereignisse, wurde aber nicht durch
angiographische Verfahren objektiviert.

Die Studie von Ridker et al. [99] erwuchs aus der ,Physican’s Health Studie”, bei der
14916 inital gesunde Manner randomisiert, doppelblind und Plazebo kontrolliert,
ursprunglich auf den Nutzen fur die primare Pravention von Aspirin
(Acetylsalicylsdure) und R-Carotin im Hinblick auf die koronare Herzkrankheit und auf
Krebs untersucht wurden. Ridker et al. [99] fuhrten, in Analogie zu Weiss, die
gleichen Untersuchungen durch. Allerdings umfasste ihre Studienpopulation 1408
Probanden, deren Genotypus mit Hilfe der PCR ermittelt wurde. Bei den Probanden
handelte es sich ausschliellich um Manner. Ridker et al. fuhrten diese
Untersuchungen ebenfalls bei Niedrigrisiko-Patienten durch. Im Gegensatz zu Weiss
et al. [131] konnten sie jedoch weder in der Gesamtpopulation eine Assoziation
zwischen dem Auftreten von Myokardinfarkt und dem P*? Allel feststellen, noch bei
Niedrigrisiko-Patienten und bei Patienten, die junger als 60 Jahre zum Zeitpunkt
ihres ersten Myokardinfarktes waren.

Herrmann et al. [51] verglichen die Haufigkeit des PP? Allels zwischen 620
Myokardinfarkt Patienten und einer Kontrollgruppe bestehend aus 700 herzgesunden
Probanden. Patienten und Probanden wurden fur die Untersuchung aus Nord-Irland
und Frankreich rekrutiert. Auch in diese Studie wurden nur Manner aufgenommen.
Von 93 %, der an dieser Studie teilnehmenden Personen, konnten koronarangio-
graphische Daten verwendet werden. Auch Herrmannn et al. [51] beobachteten
keinen Zusammenhang zwischen dem PI*? Allel und dem Myokardinfarkt-Risiko.
Diese Aussage trifft auch fur Niedrigrisiko-Patienten zu.

In der Studie von Samani et al. [102] (209 Herzgesunde, 242 Myokardinfarkt-
Patienten) wurde ebenfalls kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des P2
Allels bei Patienten und dem Auftreten eines Myokardinfarktes beobachtet. Sie
bezweifelten, dass das PI*? Allel irgendeinen Risikoindikator fiir den Myokardinfarkt
darstellt. Samani et al. [102] unterschieden bei der Auswahl der Probanden nicht

zwischen mannlichen und weiblichen Geschlecht.
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Auch der genaue Koronarstatus wurde nicht bestimmt, sondern nur Uber
Veréanderungen im EKG, Enzymerhéhungen und klinische Symptome definiert. Zwei
weitere, kleine Studien von de Maat et al. [22] und Marian et al. [73] beobachteten
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des PI*? Allel und
dem Myokardinfarkt.

Von den Studien, die bis zur Publikation der hier vorgelegten Arbeit im August 1998
veroffentlicht wurden, war es aulRer Weiss et al. [131] nur die Arbeitsgruppe um
Carter [15], die ebenfalls einen Zusammenhang zwischen dem P2 Allel und dem
Auftreten des Myokardinfarkt-Risikos beobachteten. Carter et al. [15] fuhrten ihre
Studie bei 405 Patienten und 216 Kontrollpersonen durch. Sie nahmen méannliche
und weibliche Probanden in ihre Studie auf. Der Genpolymorphismus wurde mit der
PCR bestimmt und der Koronarstatus wurde mittels Angiographie dargestellt. Carter
et al. [15] untersuchten zuséatzlich den Fibrinogen B3 448 Genpolymorhismus, dem
eine besondere Bedeutung bei den makrovaskuldren Erkrankungen zukommen soll
[15; 35]. Diese Arbeitsgruppe fand eine Assoziation des PP Allels mit dem Auftreten

eines Myokardinfarkts insbesondere bei Patienten, die junger als 47 Jahre alt waren.

5. 6. Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit publizierten
Arbeiten zum Thema des PI***? Polymorphismus

Mehrere Punktmutationen der Membranglykoproteine der Thrombozyten im
menschlichen Genom sind bekannt [89; 104; 108]. Insbesondere die ,diallelischen
Systeme”, das heildt die Systeme, bei denen es nur drei mdgliche Varianten der
Genotypen gibt (z. B. PPYAL oder PPYA2, oder PP*?A2), waren in der Vergangenheit
von besonderem Interesse fur Wissenschatftler auf der ganzen Welt.

Die Bedeutung der Polymorphismen im Glykoprotein Illa fir die Entstehung oder
Beteiligung an verschiedenen Erkrankungen, war seit Jahren bekannt [75; 132].
Von besonderer Bedeutung sind die Produktion Thrombozyten spezifischer

Alloantikorper.
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Diese Alloantikorper sind verantwortlich fir die Neonatale alloimmune Thrombo-
zytopenie (NATP), eine nach Thrombozytentransfusion auftretende Purpura (PTP)
und die Erfolglosigkeit einer Thromozytentransfusion [75].

Seit dem ersten Report 1996 von Weiss et al. [131], die Uber eine Assoziation des
PI*2 (HPA-1b) Allels zum Myokardinfarkt berichteten, folgten weitere Studien die sich
mit diesem Thema beschéaftigten [14; 15; 22; 51; 73; 91; 99; 102; 115]. Mit
Ausnahme von [51; 99], wurden diese Studien allerdings nur mit relativ kleinen
Probandengruppen durchgefuhrt. Der grundlegende Nachteil kleiner Kollektive liegt
in der geringen statistischen Aussagekraft und der relativ groRen Wahrscheinlichkeit
eines statistischen Fehlers 1. oder 2. Art. In diesen Untersuchungen, mit Ausnahme
von [15], und ebenfalls in einer grof3en prospektiven Studie [99], konnten die
Wissenschaftler keinen Zusammenhang zwischen dem PI*? Allel und dem Risiko
eines Myokardinfarkts demonstrieren. Ridker et al. [99] und Herrmann et al. [51]
konnten ebenfalls keine Assoziation des PI*? Allels zum Myokardinfarktrisiko auch
bei jingeren Patienten und in Untergruppen von Niedrigrisiko-Patienten beobachten.

Daher stimmen die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit denen von Ridker et al.
[99] und denen von Herrmann et al. [51] tUberein. Nur Carter et al. [15], aber keine
anderen Untersucher [22; 51; 115], entdeckten eine Assoziation des PP/A2
Genpolymorphismus mit dem Risiko und Schweregrad der koronaren Herzkrankheit.

In der hier vorgelegten Studie war der relative Anteil des GP llla P*? Allels bei
Patienten mit Null-, Ein-, Zwei- oder Dreigeféal3erkrankungen etwa gleich. Allerdings
hatten GP llla P*?A2 homozygote Individuen nach Ausschluss von Probanden mit
hohem BMI (> 26 kg/m?) und/oder niedrigem Apo A-1 (< 1,43 mg/dl), eindeutig
hohere Gensini Scores als P*YA! Homozygote; PPYA? Heterozygote hatten mittlere
Werte. Bei denselben Niedrigrisiko-Gruppen fand sich ebenfalls eine Assoziation
zwischen dem GP llla P*? Allel und dem Schweregrad der KHK, nach Unterteilung
der Studienpopulation in eine Gruppe von Individuen ohne jegliche Zeichen der KHK
(Gensini Score = 0) und in eine andere Gruppe mit ausgedehntem
atherosklerotischen Befall (Gensini Score 3 120). Es wurde dagegen Kkeine

|A2

Assoziation zwischen dem PI*“ Allel und dem Myokardinfarktrisiko gefunden.
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Nach Publikation der eigenen Untersuchungen sind acht Arbeiten veroffentlicht
worden [3; 4; 11; 13; 77; 79; 116; 136], in denen eine Assoziation des PI*? Allels zum
Myokardinfarkt beobachtet wurde. Dagegen sind finf Arbeiten [8; 24; 57; 72; 109]
erschienen, die einen statistischen Zusammenhang nicht feststellen kénnen. Man
kann also zusammenfassend folgern, dass es derzeit (Stand: Januar 2003) neun
Arbeiten [3; 4; 11; 13; 15; 77; 79; 116; 136] gibt, die eine Assoziation zwischen dem
PI*? Allel und dem Myokardinfarktrisiko zeigen konnten und elf Studien [8; 24; 29; 51;
57; 72; 73; ; 91; 99; 102; 109], die keinen statistischen Zusammenhang zwischen

dem Auftreten des PI*?

Allels und dem Myokardinfarkt beobachteten. Es stellt sich

somit die Frage, wie solche diskrepante Ergebnisse zu erklaren sind. Im Vergleich

der Untersuchungen lassen sich erhebliche methodische Unterschiede erkennen, die
zumindest zum Teil die abweichenden Studienergebnisse erklaren kénnen:

1. GrolRe der Studienpopulation: z. B. Weiss et al. [131] 71 Patienten und 68
Kontrollpersonen, Ridker [99] 704 Patienten und 704 Kontrollpersonen, Carter
et al. [15] 405 Patienten und 216 Kontrollpersonen, Zotz et al. [136] 207
Patienten und 91 Kontrollpersonen, Kekomaki et al. [57] 133 Patienten und 326
Kontrollpersonen

2. Retrospektive Studien versus prospektive Studien: retrospektive Studien z. B.
von Weiss et al. [131], Carter et al [15], Marian et al. [73] und Mikkelsson et al.
[80]; prospektive Studien z. B. von Ridker et al. [99], Samani et al. [102] und
Mamotte et al. [72]

3. Studien, die priméar fir andere Untersuchungsziele konzipiert wurden: So wurde
die Studie von Ridker et al. [99] als Physicans” Health Study zur Uberpriifung
des Nutzen von Actylsalicylsdure und (3Carotin bei der Primarpravention von
KHK und Krebs durchgefihrt; die ECTIM-Studie, aus der die Publikation von
Hermann et al. [51] hervorging, hatte die allgemeine Charakterisierung
etablierter und Identifikation bisher unbekannter Risikofaktoren der KHK zum
Ziel.

4. Rassische Unterschiede: Weil3e Européaer in den Studien von Herrmann et al.
[51], Carter et al. [15], Samani et al. [102], Zotz et al. [136], Bottiger et al. [8];
dagegen Japaner bei Odawara et al. [90], Gronland Inuits bei de Maat et al.

[22], Finnen bei Mikkelsson et al. [80] und Kekomaki et al. [57]. Heterogene
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ethnische Studiengruppen wurden u. a. von Weiss et al. [131], Ridker et al. [99],
Marian et al. [73] und Anderson et al. [3] etabliert.
5. Einschluss- und Ausschlusskriterien: Manner und Frauen wurden u. a. durch
Weiss et al. [131], Carter et al. [15], Samani et al. [102] und Ardissino et al.
[4] untersucht. Ausschliel3lich Manner wurden u. a. in die Studien von Ridker et
al. [99], Herrmann et al. [51] und Mikkelsson et al. [80] aufgenommen. Odawara
et al. [90] untersuchte Diabetiker. Mikkelsson et al. [80] flhrte seine
Untersuchungen bei Patienten durch, die einen Myokardinfakt nicht tberlebten,
wahrend alle anderen Autoren diese Gruppe von Patienten gerade nicht
beachteten.
Es kommt noch einem weiteren Diskussionspunkt eine erhebliche Bedeutung zu, der
ebenfalls die vorliegenden differenten Ergebnisse erklaren konnte. Einige Autoren
unterscheiden nicht exakt zwischen den klinischen Variablen koronare Herzkrankheit
und Myokardinfarkt. Weiss et al. [131] nahm in die Myokardinfarkt-Gruppe auch
Patienten auf, die das klinische Bild der instabilen Angina pectoris boten. Dieses
wurde in der Studie von Marian et al. [73] als nicht zulassige Vermischung dieser zu
trennenden Patientengruppen angesehen. Andere Autoren [3; 24; 51; 72] etablierten
eine Patientengruppe mit akutem Koronarsyndrom (stumme Ischamie, instabile
Angina pectoris und akuter Myokardinfarkt).
Die vorliegende Studie unterscheidet klar zwischen KHK und Myokardinfarkt und
untersucht beide getrennt voneinander auf ihre Assoziation zum GP llla PPAYA2
Genpolymorphismus. Mit Hilfe des Gensini Scores wurde zusatzlich der
Schweregrad der koronaren Herzkrankheit genau bestimmt. Es stellt sich die Frage,
warum in der vorliegenden Untersuchung ein Zusammenhang in Niedrigrisiko-
Gruppen von PI*? Allel und koronarer Herzkrankheit gefunden wurde, jedoch

keinerlei Assoziation zwischen dem PP?

Allel und dem Myokardinfarkt-Risiko.
Immerhin ist die koronare Herzkrankheit in den meisten Féllen die Ursache fir einen
Myokardinfarkt. Dieser Unterschied kommt wahrscheinlich dadurch zustande, dass in
dieser Studie nur Uberlebende eines oder mehrer Herzinfarkte und keine Patienten,

die an einem Myokardinfarkt verstarben, aufgenommen wurden.
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Diese These wird durch die Arbeiten von Mikkelson et al. [79; 81] unterstltzt.
Mikkelsson untersuchte bei Autopsien von 700 finnischen Patienten, die nach einem
Myokardinfarkt die Klinik nicht mehr lebend erreichten, den Grad ihrer
Koronarsklerose. Zusatzlich wurde von jedem Verstorbenen der PPYA% Genotyp
bestimmt. Mikkelsson et al. [79; 80; 81] kamen zu der Einschatzung, dass
Thrombozyten von PP? Allel Tragern eine erhdhte Bereitschaft zur Aggregation
zeigten und somit diese Personen ein hoheres Risiko aufwiesen, an einem
~>ekundenherztod” (sudden cardic death (SCD)) zu versterben [79;80; 81].

Es werden daher weitere - vor allem prospektive - Studien mit einem reprasentativen
und groBen Kollektiv benétigt, die statistische Beziehungen zwischen dem GP P{AYA2
Genpolymorphismus und der koronaren Herzkrankheit bzw. dem Myokardinfarkt
identifizieren konnen. Ein- und Ausschlusskriterien fir diese Kollektive muissen
genau definiert werden (z. B. nur Manner, oder beide Geschlechter; Definition der
Niedrig- und Hochrisikogruppen nach Mittelwert, Median oder anderen Kriterien).
Weiterhin mussen rassische Einflisse auf die Genotypverteilung bedacht werden.
Sehr viel groRere Beachtung muss der Gruppe von Patienten geschenkt werden, die
einen Myokardinfarkt nicht Uberlebten [79; 80; 81]. Es bedarf Studien, welche die
Wechselwirkungen von Genpolymorphismen der Glykoproteine auf das KHK- bzw.
Myokardinfarktrisiko analysieren [11]. Schliel3lich wird man die durch die
Polymorphismen der thrombozytaren Membranglykoproteine veranderte Wirkungen
antikoagulatorischer Substanzen (z. B. Acetylsalicylsaure [17], GP lIb/llla-
Rezeptorantagonisten [78; 100]) zu Uberprifen haben.

Die koronare Herzkrankheit stellt immer noch die haufigste Ursache fir Morbiditat
und Mortalitat in der westlichen Welt dar. Unser immer grol3er werdendes
Verstandnis fur das menschliche Genom und die immer weiter optimierten Methoden
der molekularbiologischen Forschung geben uns immer bessere Méglichkeiten, den
Mechanismus der Krankheit zu verstehen, bisher unbekannte Risikofaktoren zu
identifizieren, damit die Prim&rpravention zu optimieren und Erkrankte effektiv zu
therapieren. Es wird aber noch einen erheblichen Zeitraum in Anspruch nehmen, bis

diese Mdoglichkeiten im vollen Umfang genutzt werden konnen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studienpopulation von 2252 manlichen Patienten, die aus der
Klinik fur Kardiologie der Justus-Liebig-Universitat Gie3en und aus der Kerckhoff
Klinikk Bad Nauheim rekrutiert und deren Koronarstatus mit Hilfe der
Koronarangiographie bestimmt worden war, wurde der Zusammenhang des
Glykoprotein llla PPYA2 Genpolymorphismus zur koronaren Herzkrankheit (KHK) und

zum Myokardinfarkt untersucht.

Beziehung zwischen dem Glykoprotein llla P2 Allel und KHK:

In der Gesamtpopulation ist die Frequenz des Glykoprotein Illa Pf*? Allel nicht mit der
Anwesenheit oder der Ausdehnung der KHK assoziiert. In definierten Niedrigrisiko-
Gruppen, wie niedriger Body-mass-index (< 26,9 kg/m?) und/oder hohes
Apolipoprotein A-l (> 1,43 mg/dl), haben die Trager des Glykoprotein llla P*? Allels

ein signifikant hoheres Risiko an ausgedehnter KHK zu erkranken.

Beziehung zwischen dem Glykoprotein llla P2 Allel und Myokardinfarkt:

Es wurde keine Assoziation zwischen dem Glykoprotein Illa PP? Allel und
Myokardinfarktrisiko gefunden. Diese Beobachtung wurde in der Gesamtpopulation

und in Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen gemacht.

Schlussfolgerung:

Wahrend kein Unterschied in der Verteilung der Allele und der Frequenz der
Genotypen zwischen der Kontrollgruppe und Uberlebenden eines Myokardinfarktes
gefunden werden konnte, ist das Auftreten des Glykoprotein llla PI*? Allels mit einem
erhéhtem Risiko, an der koronaren Herzkrankheit zu erkranken, in bestimmten

Niedrigrisiko-Gruppen assoziiert.
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