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Einleitung

Der akute Myokardinfarkt ist in den westlichen Léindern eine der hédufigsten Todesursachen. In
der Bundesrepublik Deutschland rechnet man jdhrlich mit etwa 400.000 Féllen eines akuten

Myokardinfarktes [97].

In fast allen Fillen kommt der Infarkt durch den akuten, thrombotischen Verschluf3 einer
Herzkranzarterie zustande [13]. Der Koronararterienverschluf3 ist in den meisten Fallen der
Endpunkt einer Kaskade von Ereignissen, an deren Anfang die Ruptur einer vorbestehenden
arteriosklerotischen Plaque steht [13]. Folge der Plaqueruptur ist die lokale Aktivierung von
Thrombozyten. Endstrecke der Thrombozytenaktivierung ist die Umformung des Glykoprotein
[Ib/IlIa-Rezeptors in seine aktive Form. Hierdurch kommt es zur Vernetzung der lokal
aktivierten Thrombozyten. Die Vernetzung der Thrombozyten stellt die Matrix dar, welche
einerseits zur Aktivierung des intravasalen Gerinnungssytems fiihrt, andererseits die Grundlage
fiir einen verschlieBenden Thrombus bildet. Innerhalb weniger Minuten nach Entstehung des
Thrombus kommt es zur Nekrose der distal gelegenen Myokardabschnitte, d.h. zu einem
Myokardinfarkt. Ziel einer anschlieBenden Thrombolyse ist es, den Nekrosebereich so klein wie
moglich zu halten. Kurz gefalit kann man sagen, daf} die Koronare Herzkrankheit (KHK) eine
stenosierende Veridnderung des HerzkranzgefdBsystems auf dem Boden einer Arteriosklerose
darstellt, die zu einem MiBverhiltnis zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot im
abhingigen Herzmuskelareal fiihren kann. Ménner erkranken zwei- bis dreimal hiufiger als
Frauen. Klinische Manifestationen der KHK sind Angina pectoris, Myokardinfarkt,

Herzrhythmusstorungen und Herzinsuffizienz.

Viele Ursachen fiir die Entstehung der KHK sind schon seit ldngerem als inzwischen etablierte
Risikofaktoren  bekannt. Entsprechend der Framingham-Studie unterscheidet man
unbeeinfluffbare  Risikofaktoren wie familidre Disposition (z.B. Infarkte in der
Familienanamnese), Lebensalter und maénnliches Geschlecht  von den beeinfluf3baren
Risikofaktoren 1. Ordnung (Hypercholesterinimie, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus, Hyperurikdmie) [3,7,15,16,100] und 2. Ordnung (Ubergewicht,
Bewegungsmangel, emotionaler Stre3, Personlichkeitsstruktur A) [87,29]. Sind zwei
Risikofaktoren 1. Ordnung vorhanden, ist das Infarktrisiko im Vergleich zu einer Normalperson
vierfach erhoht, bei Vorliegen von drei Risikofaktoren 1. Ordnung steigt das Infarktrisiko auf das

Zehnfache.



Von den Patienten, die auBerhalb des Krankenhauses einen akuten Myokardinfarkt erleiden,
verstirbt ca. ein Drittel noch vor der Krankenhausaufnahme [97]. Nach der
Krankenhausaufnahme betrigt die Mortalitit innerhalb der ersten 30 Tage etwa 5-10% [14,98].
Die jdhrliche Mortalitit nach Krankenhausentlassung liegt bei ca. 5% [18,27,76,84,93,104]. Die
Hilfte bis zwei Drittel der Todesfille nach Myokardinfarkt ist kardial bedingt. Hiervon entfallt
etwa ein Drittel auf maligne Herzrhythmusstorungen [5]. Weitere, héufige kardiale
Todesursachen in der Postinfarktphase sind die Herzinsuffizienz und der Reinfarkt [40,56]. Zur
Vorbeugung einer terminalen Herzinsuffizienz hat sich die Gabe von B-Blockern [4] und ACE-
Hemmern [40] bewihrt. Zur Prophylaxe eines Reinfarktes bzw. zur Verhinderung der
Progression der Grunderkrankung spielen zum Beispiel die Thrombozytenaggregationshemmung
durch Acetylsalicylsdure [39] sowie die effiziente Senkung erhohter Cholesterinspiegel eine

wichtige Rolle [45].

Die Behandlung der nachgewiesenen Risikofaktoren hat zwar zu einer Erniedrigung der KHK-
Inzidenz gefiihrt [14,33,97]. Trotzdem stellt die Koronare Herzkrankheit in den westlichen
Léndern weiterhin die héufigste Todesursache dar. Daher wurden in den letzten Jahren
zunehmend auch Genpolymorphismen in Kandidatengenen als potentielle Risikoindikatoren der
Koronaren Herzkrankheit sowie des Myokardinfarktes untersucht. Der Nachweis von
genetischen Risikoindikatoren im Sinne einer erfolgreichen Primédrpravention weist den
wichtigen Vorteil auf, dal genetische Risikokonstellationen im Prinzip schon bei Kindern bzw.
Jugendlichen lange vor Ausbruch der Erkrankung nachgewiesen werden konnen. Dies erdffnet in
Zukunft die Moglichkeit, diagnostische und therapeutische Strategien zu entwickeln, die den
Ausbruch der KHK verhindern oder hinauszogern. Bisherige Untersuchungsergebnisse beziehen
sich zum Beispiel auf Polymorphismen im Gerinnungs- und Fibrinolysesystem (z.B. P-
Fibrinogen H1/H2- [24,86], Glykoprotein a-Rezeptormutation [95]), im Lipidstoffwechselsystem
(z.B. Low Density Lipoprotein-Rezeptormutation [9], Lipoprotein (a)-Polymorphismen (67",
Apolipoprotein E-Polymorphismen [35,36,37,83] sowie 1m Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (z.B. ACE I/D [37-45], Angiotensinogen-Gen-Polymorphismen [25,81]).

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) existiert als zirkulierendes und
gewebsstindiges System in Myokard, GefdBwiénden, Nieren und anderen Organen. Es dient der

Konstanthaltung bzw. Normalisierung von Plasmavolumen, Plasmaosmolaritit und Blutdruck,



dessen biologisch wirksame Substanzen Angiotensin II und das von ihm in der Nebennierenrinde

direkt freigesetzte Aldosteron sind (Abb. 1).

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Natriummangel,
Hypovolidmie,
Verminderte
Nierendurchblutung
Angiotensinogen
(Leber)

Juxtaglomerulire Zellen > Renin S

(Niere)

Angiotensin [

Angiotensin Converting Enzym (ACE)
(z.B. Lunge)

Angiotensin II

Aldosteron
(Nebennierenrinde)

Vasokonstriktion und
Blutdrucksteigerung

Natriumretention und
Wasserretention

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Im Mittelpunkt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems steht das Angiotensin I Converting Enzym
(ACE), welches Angiotensin I zu Angiotensin II umwandelt. Angiotensin II, eine der am stidrksten
blutdrucksteigernden Substanzen im Organismus, wirkt direkt iiber die glatte GefaBBmuskulatur
vasokonstriktorisch und fiihrt {iber eine vermehrte Aldosteronausscheidung zu einer Steigerung der Na-
trium-Retention und damit zu einer Erh6hung des Plasmavolumens.

Eine akute Erniedrigung des Blutdrucks (oder eine akute Erniedrigung des effektiven
Plasmavolumens) fiihrt zur Ausschiittung des proteinspaltenden Enzyms Renin, welches in den
Granulazellen des juxtaglomeruldren Apparates der Niere gebildet wird. Dieses Enzym spaltet
vom Reninsubstrat Angiotensinogen (aus der Leber) ein Dekapeptid (Peptid mit zehn
Aminosduren) ab, das sogenannte Angiotensin I. Das in der Lunge und anderen Geweben
vorkommende Angiotensin Converting Enzym (ACE) spaltet vom Angiotensin [ zwei

Aminosduren ab, wodurch das hochaktive Oktapeptid Angiotensin II entsteht, das in Leber und



Niere durch Angiotensinasen wieder inaktiviert wird. Angiotensin II wirkt als eine der stdrksten
vasokonstriktorischen Substanzen einerseits direkt an den Arteriolen. Andererseits stimuliert es
die Nebennierenrinde (NNR) zur direkten Freisetzung von Aldosteron, das die Natrium- und
Wasserresorption im distalen Tubulus erhoht. Beide Wirkungsweisen tragen zu einer
Blutdruckerhohung bei [47].

In den letzten zehn Jahren untermauerten mehrere Studien die Annahme, dafl das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System an der Pathogenese der KHK und des Myokardinfarktes
beteiligt ist [10,21,51,67,78,79,80,85]. In vitro-Studien zeigten, dall Angiotensin II eine
Hyperplasie und Hypertrophie von menschlichen glatten Muskelzellen induzierte [97], die
Expression des platelet-derived growth factors steigerte [57], die Expression der Protoonkogene
c-fos und c-myc aktivierte [43,57] und eine Neovaskularisierung verursachte [19]. Im Jahre 1990
beschrieben Rigat et al. zum ersten Mal den Genpolymorphismus im Angiotensin I Converting
Enzym. Dabei handelt es sich um einen Insertions-/Deletionspolymorphismus, bei dem ein 250
Basenpaar langes Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Segment im Intron 16 des ACE-Gens im
mutierten D-Allel im Gegensatz zum normalen I-Allel fehlt. Diese beiden Allele bedingen drei
verschiedene Genotypen (II, ID, DD). Die Forschungsgruppe konnte einen Zusammenhang
zwischen dem Insertions-/Deletionspolymorphismus des ACE-Gens und der Hohe des ACE-
Spiegels nachweisen [70]. Dabei war der ACE-Genotyp mit zwei Deletions-Allelen (DD) mit
den hochsten ACE-Aktivitidten assoziiert, wihrend die beiden anderen moglichen Genotypen 11
und ID niedrigere ACE-Aktivitiaten aufwiesen. Cambien et al. fanden in ihrer Studie von 1992,
da3 Herzinfarktpatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen gehduft ein D-Allel
aufwiesen [10]. Thre Studienpopulation setzte sich aus 610 Herzinfarktpatienten und 733
gesunden Kontrollpersonen aus vier verschiedenen europidischen Stddten (Belfast, Lille,
Strasbourg, Toulouse) zusammen. Eine besonders ausgeprigte Assoziation zeigte sich bei
Patienten, die in Bezug auf etablierte Risikofaktoren ischdmischer Herzerkrankungen als gering
herzinfarktgefdhrdet einzuschitzen waren. Diese Niedrigrisiko-Gruppe setzte sich aus Patienten
zusammen, die niedrige ApoB-Serumkonzentrationen (ApoB < 1,25 mg/dl), einen niedrigen
Body Mass Index (BMI < 26 kg/m2) aufwiesen und keine lipidsenkenden Medikamente
einnahmen. Sie folgerten aus ihren Untersuchungen, daf} die Assoziation des ACE DD-Genotyps
mit dem Myokardinfarktrisiko besonders bei jenen Personen ausgeprigt war, die ein niedriges
Risiko fiir diese Erkrankung aufwiesen.

1989 entdeckten Urata et al. [91], dal ACE nicht das Hauptenzym zur kardialen Angiotensin II-
Produktion ist. Sie beschrieben, dal3 Serin-Proteinase-Inhibitoren diese ACE-unabhingigen

Angiotensin II bildenden Aktivititen vollstindig hemmten. Auerdem wurde demonstriert, daf3



sich die Herz-Chymase zusitzlich durch ihre hohe Substratspezifitit fiir Angiotensin I signifikant
von anderen Angiotensin II bildenden Enzymen wie ACE, Tonin und Kallikrein unterschied
[44]. Analoge Ergebnisse wurden spiter von Nishimura et al. [60] und Husain et al. [38]
veroffentlicht. Als Synthese- und Speicherorte der Herz-Chymase wurden kardiale Mastzellen,
Endothelzellen und interstitiell gelegene Zellen identifiziert, die ihr Enzymprodukt in das
myokardiale Interstitium ausschiitten [101].

Alle genetischen Veridnderungen von Enzymen, die zu einer Verdnderung der plasmatischen,
interstitiellen und/oder intrazelluliren Angiotensin II-Spiegel fiihren, konnten iiber diesen
Mechanismus die Entstehung der KHK beeinflussen. Es lag daher nahe, nach Genvariationen im
CMA-Gen zu suchen. Die Beschreibung eines CMA A ,93G Genpolymorphismus gelang 1996
Pfeufer et al. [65]. Sie identifizierten unter anderem eine A j93G-Transition in der 5’
untranslatierten Region des CMA-Gens. Das CMA-Gen ist mit einer Linge von 3 kb auf dem
langen Arm des Chromosom 14 (14q11.2) mitten in einem Cluster von verschiedenen Serin-
Proteinase-Genen lokalisiert. Es besteht aus 5 kodierenden (Exons) und 4 intervenierenden
Blocken (Introns). Die 5 -untranslatierte Region beinhaltet eine CAAT- und eine TATA-Box.

Die 3 -untranslatierte Region weist einen Poly-A-Schwanz auf (Abb.2).

K
|| U

CCAAT IVS1 IvS 11 IVS III IVS IV

TATAAA AAA
0.5kb |

Abbildung 2: Schematische Darstellung des CMA-Gens

Das CMA-Gen ist etwa 3 kb lang und besteht aus 5 kodierenden Abschnitten, die hier als Sequenz-Boxen
dargestellt sind, und 4 intervenierenden Sequenzen.

Abkiirzungen: A, Adenosin; C, Cytosin; IVS, intervenierende Sequenz; kb, kilobasen; T, Thyrosin.

Die Studien von Pfeufer et al. [65] sowie Schuster et al. [80] stellen die Grundlage fiir die hier

vorgestellte Untersuchung dar, in der folgende Fragestellungen bearbeitet werden sollten:

1) Besteht in einer Studienpopulation von 2514 ménnlichen Probanden eine Beziehung zwischen
der CMA A(.1903)G Genvariation und dem KHK-Risiko bzw. dem KHK-Schweregrad?
2) Kann eine Assoziation zwischen dem CMA A( 903G Genvariation und einem erhohten

Myokardinfarkt-Risiko nachgewiesen werden?



3) Besteht eine Interaktion zwischen der CMA A(.1903G Genvariation und dem ACE I/D
Genpolymorphismus in Hinblick auf das KHK- und MI-Risiko?



1 Material
1.1 Technische Hilfsmittel
1.1.1 Kleinmaterial

Pipettenspitzen, weil, Fa. Sarstedt, Niirnbrecht
Pipettenspitzen, gelb, Fa. Sarstedt, Niirnbrecht
Pipettenspitzen, blau, Fa. Sarstedt, Niirnbrecht
Polaroidfilm, Typ 667 Professional, Fa. Sigma, Deisenhofen

1.1.2 Geriite

Autoklav (Melag), Fa. Kalensee, GieB3en
Behring-Nephelometer, Behringwerke AG, Marburg
BM/Hitachi System 717, Fa. Boehringer, Mannheim
Elektrophorese-Kammern (Agagel-Mini), Fa. Biometra, Gottingen
Feinwaage, Fa. Mettler-Toledo, Gief3en

Grobwaage, Fa. Sartorius, Géttingen

Kamera, Fa. Polaroid, Offenbach

Mikrowelle, Fa. Bosch, Miinchen

Netzgerit, Fa. Shandon, Frankfurt

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

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

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

Pipette, 100-1000 pl, (Gilson), Fa. Abimed, Langenfeld
Thermocycler (Crocodile I und II), Fa. Appligene, Heidelberg
UV-Tisch (DNS-Transilluminator), Fa. Renner, Darmstadt
Vortex-Schiittler IKA-VIBRO-FIX VF2, Fa. IKA, Staufen
Wasserbad, Fa. Julabo, Seelbach

Zentrifuge (Biofuge 13), Fa. Heraeus, Osterode



1.2 Reagenzien

Agarose-Gel, Fa. Pharmacia, Freiburg

Apolipoprotein-Kontroll-Serum CHD (human), Behringwerke AG, Marburg
50 bp DNS Ladder, Fa. Pharmacia, Freiburg

Ethidimbromid, Fa. Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Paraffin-Ol, Fa. Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

PIPES-Puffer, Fa. Boehringer, Mannheim

Q-Solution, Fa. Qiagen GmbH

Triglyzerid-Reaktionsgemisch, Fa. Boehringer GmbH, Mannheim

1.3 Enzyme

Taqg-Polymerase, Fa. Pharmacia Freiburg
Proteinase K, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
BstXI, Fa. New England Biolabs, Frankfurt am Main

1.4 Primer

Chymase-sense-Primer, Fa. Roth, Karlsruhe

Chymase-anti-sense-Primer, Fa. Roth, Karlsruhe



2 Methoden

2.1 Erhebung der Patientendaten

Dieser Untersuchung liegt ein Kollektiv von 2514 ménnlichen Patienten zugrunde, die im
Zeitraum von Mai 1994 bis Juni 1997 fiir eine koronarangiographische Untersuchung in der
Kerckhoff-Klinik von Bad Nauheim und der Medizinischen Klinik der Justus-Liebig-Universitét
in Gieen (Abteilung fiir Kardiologie und Angiologie) stationidr aufgenommen worden waren.

Voraussetzung fiir die Teilnahme an der Studie war die Einverstindniserkldrung der Probanden.

Eine detaillierte Anamneseerhebung der Patienten erfolgte bereits zu Beginn ihres
Klinikaufenthaltes mit einem strukturierten Fragebogen. Sie beinhaltete Fragen iiber Angina
pectoris, Herz-infarkte, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Korpergrofle und
-gewicht, Vorerkrankungen sowie bereits vorgenommene Medikationen und Therapien. Angina
pectoris wurde in stabile und instabile Formen eingeteilt. Hinsichtlich der Frage nach
abgelaufenen Herzinfarkten wurden sowohl Anzahl, Lokalisation und Zeitpunkt als auch das
Lebensalter, in dem Herzinfarkte aufgetreten waren, vermerkt. Bezugnehmend auf den
Zigarettenkonsum wurde nach Menge und Dauer desselben gefragt. Damit war eine Umrechnung
in ,,pack-years® moglich (z.B. 1 PY = 20 Zigaretten/Tag iiber 1 Jahr). Der Body Mass Index
(BMI = kg/m?) wurde aus Korpergrofle (in Meter) und Gewicht (in kg) errechnet:

Body Masslindex = BMI = Korpergewicht (kg): [Ktirpergrt)ﬁe]2 (mz)

Gewichtsklassifikation nach WHO:
Untergewicht: BMI < 18,5  kg/m’

Normbereich: BMI  18,5-24,9 kg/m’
Priadipositas: BMI  25,0-29,9 kg/m”
Adipositas Grad 1:  BMI  30,0-34,9 kg/m2
Adipositas Grad 2: BMI  35,0-39,9 kg/m2

Adipositas Grad 3: BMI > 40 kg/m®
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Anhand von Patientenunterlagen (Elektrokardiogrammen, Echokardiographien,
Herzszintigraphien, Arztbriefen und Blutuntersuchungsergebnissen) wurden die Angaben des

Patienten iiberpriift und damit objektiviert.

2.2 Definition der Koronaren Herzkrankheit

Die Koronare Herzkrankheit (KHK, syn. ischdmische Herzerkrankung) ist eine Herzerkrankung,
die sich durch den pathologischen Mechanismus der Koronarinsuffizienz auszeichnet. Ursache
dieser Koronarinsuffizienz ist vor allem die stenosierende Arteriosklerose der Herzkranzgefil3e
(90%), die zu einem Milverhiltnis zwischen Sauerstoffbedarf und —angebot fiihrt. Die Folge ist
eine Minderversorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff und energieliefernden Substraten.
Sowohl der durch selektive Koronarangographie ermittelte Stenosegrad der epikardial gelegenen
groBen Koronargefdfe als auch der Gensini Score [28] dienten zur Erfassung des Schweregrades
der Koronaren Herzkrankheit. Koronarstenosen ab 50% wurden als ,,erkrankt* definiert. Je nach
Lokalisation der Stenose (Ramus circumflexus und Ramus interventricularis anterior der linken
Koronararterie und rechte Koronararterie) wurde die KHK in Null-, Ein-, Zwei- und Drei-
GefiBerkrankungen unterteilt, wobei eine DreigefiBerkrankung eine Stenosierung beider Aste
der linken Koronararterie (Ramus circumflexus und Ramus interventricularis anterior), sowie der
rechten Koronararterie bedingte.

Die Verwendung des Gensini Scores ermoglichte eine genauere Beurteilung der Schwere der
KHK, indem sowohl Lokalisation als auch Stenosierungsgrad mittels Punktewerte und
Multiplikationsfaktoren miteinander verrechnet wurden. Je nach Ausmal} der Stenosen wurden 1
bis 32 Punkte vergeben, die in Abhéngigkeit von der Lokalisation des betroffenen Segmentes mit

einem Faktor von 0,5, 1, 2,5 oder 5 multipliziert wurden [28].



LCA = Left coronary artery
RCX = Ramus circumflexus

Rd = Ramus diagonalis II
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— LCA

RCX
- LDA

Rd

Rpls

RCA = Right coronary artery
LAD = Left anterior descendent

Rpls = Ramus posterolateralis sinister

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Herzkranzgefifie

Tabelle 1: Berechnung des Gensini Scores anhand des GefiBstatus

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
Rpls 0,5
Alle iibrigen Segmente 0,5
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2.3 Durchfiihrung der Koronarangiographie

Die koronarangiographischen Untersuchungen der 2514 dieser Studie zugrundeliegenden
Patienten wurden in den Katheterlaboratorien der Kerckhoff-Klinik von Bad Nauheim und der

Medizinischen Universititsklinik Gieen durchgefiihrt.

Zunichst wurde unter Lokalanésthesie die Arteria femoralis dextra ungefidhr 1-2 cm unterhalb
des Leistenbandes mit einer Hohlnadel punktiert (Judkin-Technik) und ein Fiihrungsdraht
retrograd in das arterielle System eingefithrt. Nach Entfernung der Hohlnadel wurden
verschieden geformte Katheter iiber den liegenden Fiihrungsdraht in die Aorta vorgeschoben
(Seldinger-Technik). Die Herzkranzgefile wurden selektiv dargestellt, indem man je nach
GefidBBgroBe 3-10 ml Kontrastmittel direkt in ihren Abgangsteil aus dem Bulbus aortae injizierte.

Die hierbei verwendeten Katheter besitzen nur eine endstindige Offnung.

Sowohl Lokalisation als auch Schweregrad einer Koronarstenose wurden dokumentiert, indem
man die Herzkranzgefdfe unter anderem zur Berechnung des Gensini Scores in 15 Teilabschnitte

untergliederte und den jeweiligen Gensini Score zuordnete.

Zusitzlich wurde die Ventrikelgroe in Systole und Diastole (Ventrikulographie) ermittelt und
mit Hilfe der dabei gewonnenen Ejektionsfraktion der Funktionszustand des linken Ventrikels

beurteilt [46].

24 Messung von Serumsubstratkonzentrationen

Fiir die Isolierung der DNS und Messung des Blutbildes waren EDTA-Blutproben notwendig.
Ferner wurden Serum- und Plasmaproben fiir die Bestimmung von klinisch-chemischen
Parametern wie Gesamtcholesterin, Apolipoprotein B, Apolipoprotein Al und Lipoprotein (a)
gewonnen. Diese wurden nach den herkommlichen klinisch-chemischen Methoden gemessen,
die im Folgenden niher erldutert bzw. genau beschrieben werden. Die verschiedenen Blutproben
wurden nach FEinwilligung der Patienten und Abarbeitung des strukturierten Fragebogens
entweder am Aufnahmetag oder am Morgen des Tages, an dem die Koronarangiographie

durchgefiihrt worden war, entnommen.
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2.4.1 Bestimmung des Cholesterins

Bedeutung des Cholesterins: Cholesterin ist ein wichtiges strukturelles Element von Membran-
und Plasmalipoproteinen und stellt die Vorstufe fiir eine ganze Reihe von Substanzen wie z.B.
der Gallensduren, der Steroidhormone und des Vitamin D5 dar. Das wasserunlosliche Cholesterin
wird im Plasma iiberwiegend im Low Density Lipoprotein (LDL) transportiert, in geringerem
Umfang im High Density Lipoprotein (HDL) und im Very Low Density Lioprotein (VLDL). Die
Ausscheidung erfolgt hauptsichlich iiber die Leber als Cholesterin in der Galle mit dem Stuhl
und als Gallenséduren, von denen der grofite Teil (~95%) aus dem Diinndarm riickresorbiert
(enterohepatischer ~ Kreislauf) wird. Bei erhohten Cholesterinspiegeln im  Blut
(Hypercholesterindmie) 146t sich ein gehduftes Auftreten von Arteriosklerose, und deren
Komplikationen wie periphere arterielle Verschlusskrankheit, Herzinfarkt und Schlaganfall
nachweisen. Fiir eine individuelle Abschitzung des kardiovaskuldren Risikos ist der LDL/HDL-

Quotient sinnvoll. Er sollte unter optimalen Bedingungen unter 2 liegen [62].

Die Gesamtcholesterinkonzentration im Serum wurde an dem Gerdt BM/Hitachi 917 (Firma
Boehringer, Mannheim) bestimmt, indem man 3 pl des Probevolumens mit 250 pul Cholesterin-
Reagenz (PIPES-Puffer: 75 mmol/l, pH 6,8; Mg2+: 10 mmol/l; Natriumcholat: 0,2 mmol/l; 4-
Aminophenazon = 0,15 mmol/l; Phenol > 4,2 mmol/l; Fettalkoholglykolether: 1%;
Cholesterinesterase > 0,5 U/ml; Cholesterinoxidase > 0,25 U/ml) versetzte. Bei dieser
Bestimmungs-methode wurden Cholesterinester durch Cholesterinesterase in freies Cholesterin
und Fettsduren hydrolysiert. AnschlieBend wurde das Cholesterin durch die Cholesterinoxidase
unter  Sauerstoffverbrauch  in  A*-Cholestenon und  Wasserstoffperoxid  oxidiert.
Wasserstoffperoxid wurde anschlieBend unter Zusatz von 4-Aminphenazon und Phenol reduziert
und das entstandene 4-(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon photometrisch bei 700 nm und 37

°C gemessen.

Cholesterinester + HoO Cholsterinesterase ~ Cholesterin + RCOOH

Cholesterin + Oy Cholesterinoxidase A*-Cholstenon + H,0O,

2 H,O; + 4-Aminphenazon + Phenol Peroxidase 4-(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon
—_—

+4 H,O
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24.2 Bestimmung der Triglyzeride

Bedeutung der Triglyzeride: Die Triglyzeride sind Ester des dreiwertigen Alkohols Glycerin.
Wegen ihrer geringen Wasserloslichkeit liegen Triglyzeride im Serum ausschlieflich an
Lipoproteinen gebunden vor. Die Hauptfunktion der Triglyzeride ist die eines effektiven
Energiespeichers. Prospektive epidemiologischen Studien [3,34] ergaben, daB3 erhohte
Triglyzeridspiegel [> 180 mg/dl] vor allem in Verbindung mit erniedrigten HDL- und erhthten

LDL-Spiegeln ein erhohtes Risiko fiir vorzeitige kardiovaskuldre Erkrankungen bedingen.

Die Triglyzeridkonzentration im Serum wurde an dem Gerdat BM/Hitachi 917 (Firma Boehringer,
Mannheim) ermittelt: 3 ul Probevolumen wurden mit 300 pul Reaktionsgemisch (PIPES-Puffer:
50 mmol/l, pH 6,8; Mg2+: 40 mmol/l; Natriumcholat: 0,2 mmol/l; ATP > 1,4 mmol/l; 4-
Aminophenazon > 0,13 mmol/l; 4-Chlorphenol: 4,7 mmol/l; Kaliumhexacyanoferrat (2): 1 pumol;
Fettalkoholpolyglykolether: 0,65%; Lipoproteinlipase = 5,0 U/ml; Glycerinkinase = 0,19 U/ml;
Glycerinphosphatoxidase = 2,5 U/ml; Peroxidase = 0,1 U/ml) versetzt. Bei dieser
Bestimmungsmethode wurden die Triglyzeride zunidchst durch Lipase und Esterase in freie
Fettsduren und Glycerin gespalten. Das entstandene Glycerin wurde mit ATP in Gegenwart von
Glycerinkinase zu Glycerin-3-phosphat und ADP umgesetzt. Glycerin-3-phosphat wurde mit
Glycerinphosphatoxidase zu Dihydroacetonphosphat und Wasserstoffperoxid oxidiert.
Wasserstoffperoxid wurde anschlieend unter Zusatz von 4-Aminophenazon und 4-Chlorphenol
reduziert und das entstandene 4-(p-Benzochinon-momoimino)-phenazon photometrisch bei 700

nm und 37 °C gemessen.

Triglyzeride + 3 H,O  Lipase . Glycerin + 3 RCOOH

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

Glycerin-3-phosphat + O,  Glycerinphosphatoxidase  Dihydroxyacetonphosphat + H,O,

H,0, + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol _Peroxidase . 4-(p-Benzochinon-monoimino)-

SRR,
phenazon + 2 H,O, + HCI



15
24.3 Bestimmung von Lipoprotein (a)

Bedeutung des Lipoprotein (a): Lipoprotein (a) ist eine Plasmafraktion, die das Low Density
Lipoprotein (LDL) und das Glykoprotein Apolipoprotein (a) enthélt. Das LDL, bestehend aus
Phospholipiden, Cholesterin und Apolipoprotein B-100, ist {iiber Disulfidbriicken mit
Apolipoprotein (a) [Apo(a)] verbunden. Wegen seiner hohen strukturellen Ubereinstimmung mit
Plasminogen werden dem Apo(a) thrombogene Eigenschaften zugeschrieben [32]. Als
Plasminogen-dhnliches Protein kann Apolipoprotein (a) in die Fibrinolyse eingreifen und die
Aktivierung von Plasminogen zum Plasmin kompetitiv inhibieren. Die Konzentration von Apo(a)
im Serum ist genetisch festgelegt und weist ab etwa 30 mg/dl auf ein erhohtes atherogenes Risiko
hin. Lipoprotein (a) ist daher einer der wesentlichsten Risikofaktoren fiir Atherosklerose und
Herzinfarkt [9,13]. Da weder Diét noch lipidsenkende Medikamente die Konzentration von Lp(a)

nennenswert senken konnen, miissen bei Patienten mit erhohten Lp(a)-Spiegeln die iibrigen

Risikofaktoren verstirkt reduziert werden [99].

Prinzip der Bestimmungsmethode: Das Prinzip der quantitativen Bestimmung von Lp(a) in
Humanserum mit Hilfe des Dade-Behring-Nephelometers beruht auf der Agglutination von
Lp(a)-haltigen Proben nach Mischung mit Polysterol-Latex-Partikeln, die mit Antikdrpern gegen
Human Lp(a) beladen sind [20]. Aus patentrechtlichen Griinden wurden die Komponeten und

Reaktionsschritte von der Firma nicht preisgegeben.

244 Bestimmung von Apolipoprotein AI und Apolipoprotein B

Bedeutung  des  Apolipoprotein ~ Al:  Apolipoprotein Al (ApoAl)  stellt die
Hauptproteinkomponente des High Density Lipoproteins (HDL) dar. Der Anteil von ApoAl am
Gesamtprotein des HDL betrdgt ca. 65 % [69]. ApoAl aktiviert die Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase, die die Veresterung von Cholesterin katalysiert [30]. Das so veresterte
Cholesterin kann zur Leber transportiert, teils zu Gallensduren umgewandelt und ausgeschieden
werden. Bei Personen mit arteriosklerotischen GefdBverinderungen liegen hiufig erniedrigte
ApoAl-Konzentrationen vor [68]. Auch bei normalen Apolipoprotein B-Konzentrationen stellt

ein erniedrigter ApoAl-Spiegel ein Risikofaktor fiir die Entstehung der Arteriosklerose dar.

Bedeutung des Apolipoprotein B: Apolipoprotein B (ApoB) ist die Hauptproteinkomponente des
Low Density Lipoproteins (LDL). ApoB ist fiir die Reaktion mit LDL-Rezeptoren notwendig
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und somit am Transport von Cholesterin u.a. in Zellen der Gefawand beteiligt. Erhohte ApoB-
Konzentrationen kommen gehéduft bei arterioslerotischen Gefidverdnderungen vor und stellen

einen Risikofaktor der Arteriosklerose dar.

Prinzip der Bestimmungsmethode: Die quantitative Messung der Apolipopoteine Al und B
erfolgte mit Hilfe einer immunchemischen Reaktion mit spezifischen Antikérpern, bei der
Immunkomplexe gebildet werden, an denen eingestrahltes Licht in einem Nephelometer der Fa.
Dade-Behring gestreut wurde. Die Intensitéit des Streulichts ist abhéngig von der Konzentration
des jeweiligen Apolipoproteins in der Probe. Die Auswertung erfolgte durch Vergleich mit einem
Standard bekannter Konzentration [50]. Aus patentrechtlichen Griinden wurden die einzelnen

Komponenten und die genauen Reaktionsschritte von der Fa. Dade-Behring nicht preisgegeben.

25 Nachweis des Polymorphismus im Chymase-Gen

Zum Nachweis des Polymorphismus im Chymase-Gen benotigt man folgende Schritte

Isolation der DNS
d

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Agarose-Gel-Elektrophorese

25.1 Grundprinzip der DNS-Priparation

Die fiir die Polymerase-Kettenreaktion bendtigte DNS wurde aus den im EDTA-BIlut enthaltenen
Leukozyten gewonnen. Um moglichst viele potentielle Hemmstoffe in der PCR zu entfernen und
damit eine sichere und reproduzierbare Amplifikation der Ziel-DNS zu ermoglichen, erfolgte
eine Aufreinigung und Isolierung der DNS. Dabei wurden die korpuskulidren Anteile des Blutes
von der DNS getrennt. Dies geschieht durch Zell-Lyse mittels Proteasen und mehrmaliges

Zentrifugieren.
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2.5.2 Grundprinzip der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1985 von Kary Mullis erfunden [54,55]. Sie stellt eine in
vitro-Technik dar, mit der man unter anderem gezielt DNS-Abschnitte vermehrt (amplifiziert),
die von zwei bekannten DNS-Sequenzen (Oligonukleotidprimer) definiert werden. Bei dieser
Methode wird die DNS durch Erhitzen zunichst in Einzelstringe gespalten (Denaturierung). Die
anschliefende Anlagerung der Oligonukleotidprimer (Annealing) dient als Starthilfe fiir eine
hitzestabile DNS-Polymerase, die nun mit Hilfe von Desoxyribonukleotiden komplementire
DNS-Stringe produziert (DNS-Synthese/Extension). Alle drei Schritte zusammen bilden einen
PCR-Zyklus, den man normalerweise 25-30mal wiederholt [17]. Die Amplifikate werden in einer
Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer Gro3e getrennt und mittels Ethidiumbromid bei UV-Licht

sichtbar gemacht.

2.5.3 Grundprinzip der Agarose-Gel-Elektrophorese (AGE)

Die Gelelektrophorese dient der analytischen und prédparativen Auftrennung verschiedener

Substanzgemische durch Anlegen eines elektrischen Gleichstroms.

Da Nukleinsduren aufgrund der Phosphatgruppen beim pH-Wert des Elektrophorese-Puffers
negativ geladene Molekiile darstellen, wandern sie im elektrischen Feld zur positiven Elektrode
(Anode). Die Auftrennung der DNS-Fragmente beruht auf ihrer unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Diese hingt von der angelegten Spannung,

der GroBe der zu trennenden DNS-Molekiile sowie der Porengrée des Tragermediums ab.

254 DNS-Priparation aus EDTA-Blut

Zur DNS-Préparation wurden 100 ul EDTA-Blut und 500 ul TE-Puffer (pH 8,0, 10 mM Tris
HCl, 1 mM EDTA) in ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefi3 gegeben, geriittelt und fiir eine
Minute bei 13000 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde nach Verwerfen des Uberstandes in weiteren
500 ul TE-Puffer resuspendiert, geriittelt und nochmals bei 13000 xg 1 Minute zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 100 ul Lysis-Puffer K (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500
mM KCI, 15 mM MgCl,, 0,1% Gelatine, 5% Tween 20) geldst und gertittelt. Nach Zugabe von
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10 ul Proteinase K (10 mg/ml), Durchmischen und leichtem Anzentrifugieren erfolgte eine 45
miniitige Inkubation bei 56 °C zum Verdau der Proteine. Zur Inaktivierung von der Proteinase K
wurden die Proben abschlieBend noch fiir 10 Minuten bei 95 °C inkubiert, sofort danach auf Eis

gelegt und bis zur Analyse bei -20°C aufbewabhrt.

2.5.5 PCR-abhiingige Amplifikation des Chymase-DNS-Segments

Die PCR wurde mit 0,28 umol eines jeden Primers in einem Volumen von 50 umol mit je 0,22
pmol eines jeden Desoxynukleosidtriphosphats, 0,7 pmol Tag-Polymerase, 10 mmol/l Tris-HCI
(pH 8,4), 50 mmol/l KCI, 1,5 mmol/l Mg2+, 0,01 mg/ml Gelatine und 5,6 pul Q-Solution
durchgefiihrt (Tabelle 2).

Die eingesetzten Primer bestanden aus dem sense-oligo-Primer (5°) GGA AAT GTG AGC AGA
TAG TGC AGT C (3") und dem antisense-oligo-Primer (5°) AAT CCG GAG CTG GAG AAC
TCT TGT C (3°) (Abb. 4).

Die extrahierte DNS wurde in einem DNS-Thermocycler in jeweils 30 Zyklen (Denaturierung: 1
min bei 94 °C, Annealing: 1 min bei 58 °C, Extension: 1 min) bei 72 °C amplifiziert (Tabelle 3).

Die unterschiedlichen Banden ergeben sich durch die Behandlung mit dem Restriktionsenzym.
Durch den Polymorphismus (Austausch A—G) wird eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym

geschaffen [65].



19

Tabelle 2:

Zusammensetzung des

Reaktionsgemisches zur Amplifikation

Chymase/DNS-Segments mittels Polymerase-Kettenreaktion

des

Reagenzien Endkonzentrationen (in 50 pl)
sense-oligo-Primer 0,28 ul
antisense-oligo-Primer 0,28 pl
dNTP (dATP/dCTP/dGTP/dTTP) 0,22 ul
Tag-Polymerase 0,7 ul

PCR-Puffer

10 mmol/I Tris-HC1
pH 8,4
50 mmol/l KC1
1,5 mmol MgCl,
0,01 mg/ml Gelatine

Q-Solution

5,6 ul

Proben

aus DNS-Priéparation ca. 100 ng genomische DNS

negative Kontrolle

destilliertes, autoklaviertes Wasser

Tabelle 3: Amplifikationsbedingungen

Programm Zyklen Temperatur (°C) Zeit (min)
1 1 94 5

1 30 94 1

1 30 60 1

1 30 72 1

1 1 72 10




20

2.5.6 Behandlung des Amplifikates mit einem Restriktionsenzym

2.5.6.1 Prinzip der Restriktionsenzyme

Fiir den Nachweis von Genpolymorphismen konnen Restriktionsenzyme eingesetzt werden, die
das PCR-Amplifikat an spezifischen Stellen schneiden (Erkennungssequenzen). Beispielsweise
schneidet das Restriktionsenzym EcoR 1 (Escheria coli Restriktionsenzym I) jede DNS iiberall
dort, wo die Sequenz GAATTC vorkommt. Das entstandene DNS-Fragment endet mit einem

einstringigen Abschnitt AATT (Abb. 4).

- ¢ BATTC

A 1RRRRRARARELEEE ||H|||l|1””ﬁ” 11|||I|
L _CTTAANG CTIA CTTANG
3 Schnittstllen fiir Eco R | 5

gl [AATTC AATTC
: L':l'f‘ru.r [ CTTAA| 1 CTTAA|

T DMA-Fragmente verschiedener Grm-ElT

Abbildung 4: Spezifische Spaltung von DNS durch Restriktionsenzyme (aus [61]).

2.5.6.2 Restriktionsbehandlung des Chymase-Amplifikates mit dem Enzym BstXI

Das amplifizierte DNS-Produkt zum Nachweis des CMA A(.1903G Genpolymorphismus hat eine
Lénge von 285 Basenpaaren (bp) [65]. Das Amplifikat wurde mit dem Restriktionsenzym BstXI
geschnitten. Das Restriktionsenzym BstXI erkennt die Sequenz CCA(N)s"NTGG (Abb. 5).
Durch den Austausch A—G wird eine Schnittstelle fiir BstXI geschaffen. Bei Vorhandensein
eines A-Allels konnte daher eine 285 bp-Bande nachgewiesen werden. DNS, die homozygot
beziiglich des G-Allels war (GG-Genotyp), war durch zwei Banden bei 90 und 195 bp
charakterisiert [65].
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Doppelstrang-DNS

I
~ " CCT TTACACT CGTCTATCACGTCAG AATCCGGAGCTGGAG AACTCTTGTE o
GGAAATGTGAGCAGATAGTGCAGTC _ TTAGGCCTCGACCTCTTGAGAACAG
CCT T TACACTCGTCTATCACGTCAG AATCCGGAGCTGGAGAACTCTTGTC
GGAAATGTGAGCAGATAGTGCAGTC |
sense-oligo-Primer
antisense-oligo-Primer
| AATCCGGAGCTGGAGAACTCTTGTC
GGAAATGTGAGCAGATAGTGCAGTC TTAGGCCTCGACCTCTTGAGAACAG
(5") CCANGT TG
(3') GGTNGAAC
Erkennungssequenz Erkennungssequenz
fur BstXI| fur BstXI

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Amplifikation des Chymase-DNS-Segments
mit nachfolgender Restriktionsbehandlung des amplifizierten Chymase-DNS-Fragments
mit dem Enzym BstXI

Im Rahmen der PCR findet eine Amplifikation des Chymase-DNS-Segments unter Verwendung der
sense-oligo-Primer und antisense-oligo-Primer statt. Das Restriktionsenzym BstXI erkennt die Sequenz
CCANGTTG. In Abhingigkeit von den Allelen ergaben sich unterschiedlich grofe Fragmente (95, 195
oder 285 bp).

2.5.7 Durchfiihrung der Agarose-Gel-Elektrophorese

Die DNS-Proben wurden mit Hilfe der Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetrennt, indem man 0,9
g Agarose in 30 ml TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, pH 8.4, 50 mM EDTA) durch Erhitzen in
der Mikrowelle vollstindig l16ste, nach Abkiihlung auf etwa 50 °C in die Mini-Gelkammer gof3
und damit 3 %-ige horizontale Agarosegele (Agagel Mini von Biometra, Gelgrofe 6,5 x 9,0 cm)
herstellte. Neben Mini-Gelkammern, in welche Kdmme mit 12 Zihnen a 1mm zum Herstellen
von Geltaschen eingebracht wurden, kamen auch groere Elektrophoresekammern zum Einsatz.
Es handelte sich dabei um Elektrophoresekammern einer Grofle von 20 x 10 cm (Agagel Midi-
Wide von Biometra) bzw. 20 x 20 cm (Agagel Maxi von Biometra), in welche Kdimme mit 40
bzw. 160 Zihnen eingesetzt werden konnten. 5 pl eines Basenpaarleiters (,,50 bp Ladder®)

wurden als Molekulargewichtsmarker jeweils in eine Geltasche pipettiert. Die Negativ-Kontrolle
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wurde mit 10 pl in eine Geltasche gegeben. In weitere 10 Geltaschen wurden jeweils 10 ul
Probenvolumen gegeben (Mini-Gelkammern). Bei Verwendung der Midi-Wide- und Maxi-
Elektrophorese-Kammern wurden 5 ul des Basenpaarleiters im Abstand von etwa 20 Proben in
eine Geltasche pipettiert, um eine moglichst genaue Beurteilung der Banden der Probanden-DNS
zu gewibhrleisten. 10 ul der Negativ-Kontrolle wurden in eine weitere Geltasche pipettiert, so daf3
in die restlichen 151 bzw. 37 Geltaschen jeweils 10 ul Probenvolumen eingebracht werden
konnten. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100 Volt fiir ca. 80 Minuten.
Daraufthin wurde das Gel zur Anfarbung fiir 10 Minuten in eine Ethidiumbromid-Losung (2
pg/ml Ethidiumbromid) gelegt und sodann in TAE-Puffer gewaschen. Im Anschluf3 daran wurde
die DNS mit Hilfe eines Transluminators unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem
Polaroidphoto (Polaroidfilm Typ 667 Professional (Blende: 8-11, Belichtungszeit 1 sec)
dokumentiert (Abb. 6).
1 2 3 4 5 6 7 1 2 345 6 7

Abbildung 6: Photographische (A) und schematische (B) Dokumentation der Polymerase-
Kettenreaktion des Chymase-Gens mittels Agarose-Gel-Elektrophorese

Das jeweilige Produkt der Polymerase-Kettenreaktion des Chymase-Gens wurde in einer 3%-igen
Agarose-Gel-Elektrophorese unter ultravioletter Transilumination sichtbar gemacht. Linie 1 und 6 zeigen
den GG-Genotyp. 5 zeigt einen Homozygoten mit zwei A-Allelen (285 bp). 2, 3, 4 und 7 zeigen
Heterozygote mit einem A-Allel (285 bp) und einem G-Allel (95 und 195 bp).
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2.6 Definition von Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen

Hinsichtlich der etablierten Risikofaktoren fiir die Entstehung der Koronaren Herzkrankheit
wurde die Studienpopulation in Niedrigrisiko- und Hochrisiko-Gruppen beziiglich der
ischdmischen Herzerkrankung unterteilt. Diese wurden durch das Unterschreiten bzw.
Uberschreiten der Mittelwerte der kontinuierlichen Parameter und durch das Fehlen bzw. das
Vorhandensein von koronaren Risikofaktoren (Nikotinkonsum, Hypertonie, Diabetes mellitus)
ermittelt. Folgende Niedrigrisiko-Gruppen wurden aufgrund dieser Definitionen formuliert: kein
Nikotinkonsum, keine arterielle Hypertonie, kein Diabetes mellitus, BMI < 26.95 kg/mz, ApoB <
1.26 g/, ApoAl > 145 g/l, Lp(a) < 24.7 mg/dl, Triglyzeride < 149.5 mg/dl und
Gesamtcholesterin < 207.5 mg/dl. Die Hochrisiko-Gruppen ergaben sich dementsprechend
aufgrund folgender Definitionen: Nikotinkonsum, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, BMI
> 26.95 kg/mz, ApoB > 1.26 g/l, ApoAl > 1.45 g/l, Lp(a) > 24.7 mg/dl, Triglyzeride > 149.5
mg/dl und Gesamtcholesterin > 207.5 mg/dl. Durch Kombination der genannten Parameter

ergaben sich weitere Niedrigrisiko-Gruppen.

2.7 Statistik

Die statistischen Berechnungen dieser Arbeit wurden mit Hilfe von SPSS fiir Windows (Version
7.5) durchgefiihrt. Die Auswahl der im Folgenden beschriebenen statistischen Verfahren wurde
nach eingehender Beratung mit Herrn W. Pabst (Abteilung fiir Medizinische Informatik der

Universitétsklinik GieBen) getroffen.

Die Werte fiir Gesamtcholesterin, Triglyzeride, Apolipoprotein Al, Apolipoprotein B,
Lipoprotein (a), Gensini Score, Body Mass Index und Alter wurden als Mittelwerte *
Standardabweichung angegeben. Die Verteilung der Parameter in der Studienpopulation wurde
mittels des Kolmogorov-Smirnov Goodness of Fit Test berechnet. Das Verhiltnis der
quantitativen Risikofaktoren Cholesterin, Triglyzeride, Apolipoprotein B, Lipoprotein (a), Body
Mass Index und Alter zu den Chymase A(.1903yG Genotypen wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis
1-Way Anova-Test iiberpriift. Fiir die Parameter Diabetes und Hypertonie fand der y>-Test

Anwendung.

Die etablierten Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit und des akuten Myokardinfarktes

wurden mit Hilfe der multiplen Regressionsananlyse oder der multiplen logistischen Regression
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identifiziert. Die Beziehung zwischen der Chymase A(.1903yG Genvariation und dem Ausmal der
koronaren Herzkrankheit wurde mit Hilfe der multiplen Regressionsananlyse bestimmt. Als
Abschitzung des relativen Risikos der Koronaren Herzkrankheit und des Myokardinfarktes
wurden odds ratios mit 95%-Konfidenzintervallen mittels multipler logistischer Regression
berechnet. Die Analyse der statistischen Beziehung zwischen dem Chymase A(1903G
Genpolymorphismus und der ischdmischen Herzerkrankung erfolgte also unter Beriicksichtigung
der etablierten koronaren Risikofaktoren. Potentielle Interaktionen zwischen der Chymase A
1903yG Genvariation mit Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf das
Risiko und das Ausmal} der Koronaren Herzkrankheit und auf das Risiko des Myokardinfarktes
wurden mit Hilfe des 2-way Anova-Tests anhand eigener Daten aus bereits publizierten Studien
berechnet [21,23,25]. Mit Einverstdndnis der Autoren wurden das Angiotensinogen-Gen, der
ACE I/D Genpolymorphismus und die AT;-Rezeptor-A;;C-Genvariation in diese

Berechnungen einbezogen. Ein zweiseitiger p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Dieser Untersuchung liegt ein Kollektiv von 2514 ménnlichen Patienten zugrunde, die im
Zeitraum von Mai 1994 bis Juli 1997 im Rahmen einer koronarangiographischen Diagnostik in
der Medizinischen Universititsklinik in Gielen und der Kerckhoff-Klinik in Bad Nauheim

stationédr aufgenommen worden waren.

Die Mehrzahl der Patienten (80%) wurde aufgrund einer vermuteten oder bereits vorbekannten
koronaren Herzkrankheit koronarangiographisch untersucht; in nahezu allen anderen Fillen

gaben Zeichen einer Linksherzinsuffizienz AnlaB fiir diese Untersuchung.

3.1.1 Altersverteilung innerhalb der Studienpopulation

Das Altersspektrum der vorliegenden Population erstreckte sich von 17 bis 88 Jahren; das
Durchschnittsalter betrug 61.6 Jahre. Zum einen erfolgte eine Einteilung der Studienpopulation
in Kontrollpersonen ohne Myokardinfarkt (n = 1332, Durchschnittsalter = 61.2 = 10.1 Jahre) und
in Patienten mit mindestens einem Myokardinfarkt (n = 1182, Durchschnittsalter = 62.2 £ 9.5)
(Abb. 7).

Eine weitere Einteilung der Studienpopulation erfolgte anhand des koronarangiographisch
ermittelten GefdBstatus. Personen ohne KHK (Koronargefdstenosierungen < 50%) waren
durchschnittlich 58.2 + 11.0 Jahre alt (n = 584), Patienten mit Eingefdaerkrankung 61.0 = 9.7
Jahre alt (n = 500), Patienten mit ZweigefiBBerkrankung 62.6 * 9.6 Jahre alt (n = 560) und
Patienten mit DreigefidBBerkrankung 63.7 + 8.6 Jahre alt (n = 870). Alle Angaben wurden als

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (Abb. 7).



26

Alter
N
o

0-GE 1-GE 2-GE 3-GE MI=0 Mi=1

Abbildung 7: Vergleich des durchschnittlichen Lebensalters gesunder Personen und
Patienten mit Koronarer Herzkrankheit bzw. Myokardinfarkt

Die Studie umfafit eine Population von 2514 ménnlichen Patienten, die zur koronarangiographischen
Diagnostik in der Kerckhoff-Klinik von Bad Nauheim oder in der Medizinischen Universitétsklinik in
GieBen stationdr aufgenommen worden waren. Weiterhin konnte die Studienpopulation in Patienten ohne
Myokardinfarkt und mit mindestens einem Herzinfarkt unterteilt werden.

Das Durchschnittsalter in den jeweiligen Untergruppen ist an der Ordinate abzulesen.

Abkiirzungen: MI = 0, Patienten ohne Myokardinfarkt; MI = 1, Patienten mit mindestens einem
Myokardinfarkt; 0-GE, Patienten ohne HerzkranzgefdBstenosierung (< 50 % Stenosierungsgrad); 1-GE,
Patienten mit EingefidBerkrankung; 2-GE, Patienten mit ZweigefaBerkrankung; 3-GE, Patienten mit
DreigefiBerkrankung.

3.1.2 Verhiltnis zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt

In der vorliegenden Studienpopulation konnte die bereits bekannte Beziehung zwischen dem
Bestehen einer Koronaren Herzerkrankung und der Hiufigkeit des Auftretens eines
Myokardinfarktes nachgewiesen werden. Wie Abb. 8 zeigt, stieg mit zunehmender Schwere der
Koronaren Herzkrankheit auch der Anteil der Patienten, die mindestens einen Myokardinfarkt
erlitten hatten (p < 0,00001). Bei den Patienten mit Koronargefdfstenosen < 50 % war der Anteil
der Myokardinfarktpatienten bei 16 % und stieg in der Patientengruppe mit DreigefdBerkrankung
auf 62 % an. Patienten mit EingefiBerkrankung hatten in 49 %, Patienten mit

ZweigefalBerkrankung in 56 % der Fille bereits mindestens einen Herzinfarkt erlitten.
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Abbildung 8: Verhiiltnis zwischen Koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Die Studienpopulation von 2514 Patienten wurde in verschiedene Unterpopulationen (0-bis 3-
GefiBerkrankung) unterteilt. In jeder Subpopulation wurde die Anzahl der Patienten, die keinen oder
mindestens einen Myokardinfarkt erlitten hatten, ermittelt und den Probanden ohne MI gegeniibergestellt.
Abkiirzungen: MI, Myokardinfarkt; 0-GE, Probanden ohne Stenose oder mit Koronargefdstenosierung <
50 %; 1-GE, Patienten mit Eingefidferkrankung; 2-GE, Patienten mit ZweigefiBlerkrankung; 3-GE,
Patienten mit Dreigefidferkrankung.

3.1.3 Verhiltnis zwischen Gensini Score und Myokardinfarkt

Um eine genauere Einschitzung hinsichtlich des AusmalBles einer Koronaren Herzkrankheit
vornehmen zu konnen, wurde als zusitzlicher Parameter der Gensini Score [28] eingefiihrt,
welcher sich in der Studienpopulation von 0 bis 289 erstreckte. Zur vereinfachten Ermittlung
eines Zusammenhangs zwischen Myokardinfarkt und der Hohe des Gensini Scores, wurde der
Gensini Score in 4 Kategorien unterteilt (Kategorie 1 = Gensini Score von 0 - 49,99; Kategorie 2
= Gensini Score von 50 - 99,99; Kategorie 3 = Gensini Score von 100 - 149,99; Kategorie 4 =
Gensini Score von 150 — 289). Wihrend in Kategorie 1 36 % aller Patienten einen
Myokardinfarkt erlitten hatten, betrug der Anteil an Patienten mit erlittenem Myokardinfarkt in
Kategorie 4 bereits 71 % (p < 0,00001) (Abb. 9). Patienten mit mindestens einem
Myokardinfarktereignis wiesen durchschnittlich einen hoheren Gensini Score auf als Personen,
die keinen Myokardinfarkt erlitten hatten: Die durchschnittlichen Gensini Scores lagen bei
Herzinfarktpatienten mit 63,5 + 46,7 durchschnittlich hoher als bei Probanden ohne erlittenem
Myokardinfarkt (Gensini Score 35,10 £+ 39,3; p < 0,00001) (Abb. 10). Es zeigte sich demnach ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe des Gensini Scores und dem Auftreten eines

Myokardinfarktes.
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Abbildung 9: Verhiiltnis zwischen Gensini Score-Kategorien und Myokardinfarkt

Der Gensini Score wurde wie unter 2.2 beschrieben errechnet und zur Ermittlung des Zusammenhangs
zwischen Myokardinfarkt und Gensini Score in 4 Kategorien unterteilt: Kategorie 1 = Gensini Score von
0 - 49,99; Kategorie 2 = Gensini Score von 50 - 99,99; Kategorie 3 = Gensini Score von 100 - 149,99;
Kategorie 4 Gensini Score von 150 - 289. Alle Patienten wurden zum Zeitpunkt der stationidren Aufnahme
tiber Myokardinfarkte befragt. Die dabei erhobenen Daten wurden mit Hilfe der Krankenakten verifiziert.
Das Diagramm gibt jeweils die relative Anzahl von Probanden mit und ohne Myokardinfarkt in den
verschiedenen Kategorien an. Die absoluten Zahlen sind jeweils innerhalb der Sédulen angegeben.
Abkiirzungen: MI = 0, Probanden ohne Myokardinfarkt; MI = 1, Patienten mit mindestens einem
Myokardinfarkt.
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Abbildung 10: Verhiéltnis zwischen Gensini Score und Myokardinfarkt
Das Diagramm gibt jeweils den Mittelwert des Gensini Scores bei Probanden mit und ohne abgelaufenen
Myokardinfarkt + Standardabweichung an.

3.14 Etablierte Risikofaktoren und protektive Faktoren der Koronaren

Herzkrankheit

Die etablierten Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit Alter, Body Mass Index,
Nikotinkonsum, Diabetes mellitus, Hypertonie, Cholesterin, Triglyzeride, Lipoprotein (a) und

Apolipoprotein B wurden in der vorliegenden Studienpopulation zwischen Kontrollprobanden
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und KHK-Patienten verglichen (Tabelle 4). Dabei wurden Alter, Nikotinabusus, Diabetes
mellitus, Hypertonie, Lipoprotein (a) und Apolipoprotein B als koronare Risikofaktoren

identifiziert. Als protektiver Faktor wurde Apolipoprotein Al ermittelt.

Tabelle 4: Nachweis von Risikofaktoren und protektiven Faktoren der Koronaren
Herzerkrankung

Parameter Kontrollgruppe KHK Signifikanz
(0-GE) (1-3-GE)

(n=584) (n=1930)
Alter 58,2+ 11,0 62,7193 0,00001
BMI (kg/m’) 27,0 +3,7 269+33 n.s.
Nikotinabusus (PY) 20,4 £ 25 23,727 0,043
Diabetes mellitus (%) 11 20 0,0004
Hypertonie (%) 54 65 0,00001
Gesamtcholesterin 205 £ 43 211 £42 n.s.
Triglyzeride (mg/dl) 143+ 93 156 £ 93 n.s.
Apolipoprotein AT (g/1) 1,47 +£0,31 1,42 +£0,28 0,00001
Apolipoprotein B (g/1) 1,2240,32 1,30 £ 0,35 0,0001
Liporpotein (a) (mg/dl) 21 £30 30 + 38 0,00001

Koronarstenosierungen > 50 % wurden als ,.erkrankt* definiert. Je nach Lokalisation der Stenose wurde
die Koronare Herzkrankheit in Null-, Ein-, Zwei- oder Drei-Gefderkrankung eingeteilt. Zur
Kontrollgruppe wurden Patienten ohne KHK, d.h. mit Gefistenosen < 50 %, zusammengefalit.
Apolipoprotein Al, Apolipoprotein B, Lipoprotein (a), Cholesterin und Triglyzeride, der Body Mass
Index und das Alter der Patienten wurden als Mittelwerte = Standardabweichung angegeben. Arterielle
Hypertonie und Diabetes mellitus wurden jeweils als relative Héufigkeiten in Prozent angegeben. Die
Beziehung zwischen den unabhiéngigen Variablen und der Koronaren Herzkrankheit wurde mit Hilfe der
multiplen logistischen Regression analysiert. Ein Ergebnis war signifikant bei p < 0,05. Abkiirzungen:
BMI, Body Mass Index; PY, pack-years; O0-GE, Probanden ohne Stenose oder mit
KoronargefifBstenosierung < 50 %; 1-3-GE, Ein-, Zwei- oder DreigefiBerkrankung.
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3.1.5 Verteilung der Risikofaktoren und protektiven Faktoren in Abhéingigkeit vom

Ausmal der Koronaren Herzkrankheit

Die vorliegende Studienpopulation von 2514 Patienten wurde hinsichtlich eines Zusammenhangs
zwischen etablierten koronaren Risikofaktoren wie Alter, Body Mass Index, Cholesterin,
Triglyzeride, Diabetes, Hypertonus, Nikotinabusus, Apoplipoprotein B und Lipoprotein (a) und
dem Ausmall einer KHK untersucht. Dabei wurden ansteigende Durchschnittswerte fiir die
Parameter Alter (p = 0,00001), Zigarettenkonsum (p = 0,046), Apolipoprotein B (p = 0,00001)
und Lipoprotein (a) (p = 0,00001) mit zunehmendem Ausmal} der koronaren Herzerkrankung
beobachtet (Tabelle 5). Auflerdem befanden sich in der Patientengruppe mit Ein- und
MehrgefiaBerkrankung deutlich mehr Patienten mit Diabetes (p = 0,00001) oder Hypertonie (p =
0,00001). Des weiteren war ein kontinuierlicher Abfall der Apolipoprotein Al-Konzentrationen

bei steigendem Ausmal} der KHK nachzuweisen (p = 0,0001).

Somit konnten in der vorliegenden Studienpopulation nahezu sdmtliche etablierten

Risikofaktoren, sowie Apolipoprotein Al als protektiver Faktor der KHK nachgewiesen werden.

Tabelle 5: Verteilung der Risikofaktoren und protektiven Faktoren in Abhingigkeit vom
Ausmal der Koronaren Herzkrankheit

Grad der Koronaren Herzkrankheit

0-GE 1-GE 2-GE 3-GE 2p
Alter (Jahre) 582+ 11,0 61,0+9,7 62,6 £9.,6 63,7 £8,6 0,00001
BMI (kg/m?) 270437  269+35  269+36  269%3,1 n.s.
Cholesterin (mg/dl) 205+ 43 205 + 41 211 +42 214 +43 n.s.
Triglyzeride (mg/dl) 143 £93 154 +£95 159 £ 98 155+ 88 n.s.
Diabetes (%) 11 15 21 23 0,00001
Bluthochdruck (%) 54 62 65 66 0,00001
Zigarettenkonsum (PY) 20,4 £ 25 75 75 77 0,046
Apolipoprotein Al (g/1) 1,47 £ 0,31 1,43 £0,28 1,43 10,28 1,41 £0,28 0,00001
Apolipoprotein B (g/1) 1,22 £0,32 1,23 +£0,33 1,29 £ 0,34 1,33 £0,35 0,00001
Lipoprotein (a) (mg/dl) 21 £30 28 +£37 31 +38 30+ 40 0,00001

Von 2514 Patienten wurden Angaben hinsichtlich Alter, arterieller Hypertonie, Korpergrofie und
-gewicht, Diabetes mellitus und Nikotinkonsum erhoben. Apolipoprotein Al, Apolipoprotein B,
Lipoprotein (a), Cholesterin und Triglyzeride, der Body Mass Index und das Alter der Patienten wurden
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als Mittelwerte £ Standardabweichung angegeben. Arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus wurden
als relative Héufigkeiten in Prozent angegeben. Die Beziehung zwischen den einzelnen unabhingigen
Variablen und der Schwere der Koronaren Herzkrankheit wurde mit Hilfe multipler Regressionsanalysen

tiberpriift. Ein Ergebnis war signifikant mit p < 0,05.

Abkiirzungen: BMI, Body Mass Index; 0-GE, Probanden ohne Stenose oder mit
KoronargefifBstenosierung < 50 %; 1-GE, Patienten mit EingefidBerkrankung; 2-GE, Patienten mit Zwei-
GefidBerkrankung; 3-GE, Patienten mit Drei-GefidBerkrankung; PY, pack-years.

3.1.6 Verteilung der Risikofaktoren und protektiven Faktoren in Abhingigkeit vom
Myokardinfarktrisiko

Die vorliegende Studienpopulation von 2514 Patienten wurde hinsichtlich eines Zusammenhangs
zwischen etablierten koronaren Risikofaktoren wie Alter, Body Mass Index, Cholesterin,
Triglyzeride, Diabetes, Hypertonus, Nikotinabusus, Apoplipoprotein B und Lipoprotein (a) und
dem Myokardinfarktrisiko untersucht. Dabei wurden hohere Durchschnittswerte fiir die
Parameter Alter (p = 0,00001), Apolipoprotein B (p = 0,0001) und Lipoprotein (a) (p = 0,00001),
sowie niedrigere Apolipoprotein Al-Konzentrationen (0,00001) bei Myokardinfarktpatienten
beobachtet. Auch der prozentuale Anteil an (Ex)-Rauchern (p = 0,0001), Diabetikern (p =
0,0014) und Hypertonikern (p = 0,0022) war in der Myokardinfarktgruppe signifikant héher als
in der Gruppe ohne Myokardinfarkt (Tabelle 6).

Somit konnten in der vorliegenden Studienpopulation wesentliche Risikofaktoren, sowie

Apolipoprotein Al als protektiver Faktor fiir das Myokardinfarktrisiko nachgewiesen werden.
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Tabelle 6: Verteilung der Risikofaktoren und protektiven Faktoren in Abhingigkeit vom
Myokardinfarktrisiko

Parameter MI = 0 (n=492) MI =1 (n=1182) 2p
Alter (Jahre) 58,1 £11,0 62,1 £9,5 0,00001
BMI (kg/m?) 27,0+3,8 26,9 £3,4 n.s.
Cholesterin (mg/dl) 207 £43 208 +43 n.s.
Triglyzeride (mg/dl) 145 £ 96 154 + 88 n.s.
Diabetes (%) 11 19 0,0014
Bluthochdruck (%) 53 61 0,0022
(Ex-)Raucher (%) 69 79 0,0001
Apolipoprotein Al (g/1) 1,48 +£0,31 1,41 £0,28 0,00001
Apolipoprotein B (g/1) 1,22 +£0,32 1,29 £ 0,35 0,0001
Lipoprotein (a) (mg/dl) 20,3 £28 29,1 £37 0,00001

Apolipoprotein Al, Apolipoprotein B, Lipoprotein (a), Cholesterin und Triglyzeride, der Body Mass
Index und das Alter der Patienten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus und (Ex-)Raucher wurden als relative Haufigkeiten in Prozent dargestellt.
Die Beziehung zwischen den unabhingigen Variablen und dem Risiko eines Myokardinfarktes wurde mit
Hilfe multipler Regressionsanalyse tiberpriift. Ein Ergebnis war signifikant mit p < 0,05. Die Patienten
ohne Myokardinfarkt hatten jeweils keine Stenose > 50 %.

Abkiirzungen: MI = 0, Probanden ohne Myokardinfarkt; MI = 1, Patienten mit mindestens einem
Myokardinfarkt; BMI, Body Mass Index; n.s., nicht signifikant.

3.2 CMA A(1903G Genpolymorphismus

Der CMA A(1903G Genpolymorphismus der menschlichen Herz-Chymase ist in drei
verschiedene Genotypen (AA-, AG- und GG-Genotyp) zu unterteilen, die mit unterschiedlicher

Hiufigkeit in der Gesamtpopulation von 2514 Patienten aufzufinden waren.

3.2.1 Verteilung des Chymase A 1993)G Genpolymorphismus in der Gesamtpopulation

Bei 723 Patienten (28,75%) wurde der AA-Genotyp, bei 1253 Patienten (49,84%) der AG-
Genotyp und bei 538 (21,4%) Patienten der GG-Genotyp ermittelt. Daraus ergaben sich
Allelfrequenzen von 0,53 fiir das A-Allel und von 0,47 fiir das G-Allel. Die Chymase A(1903G

Genotyp-Verteilung war sowohl in der Gesamtpopulation als auch bei Unterteilung in den Hoch-
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und Niedrigrisiko-Gruppen jeweils im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Ergebnisse nicht
dargestellt).

3.2.2 Klinisch-chemische und klinische Variablen in Abhéingigkeit vom Chymase A
(-19()3)G Genotyp

Die Verteilung der etablierten Risikofaktoren und des Protektivfaktors Apolipoprotein Al in den
Gruppen der drei Chymase A 143G Genotypen (AA, AG, GG) wurde ermittelt (Tabelle 7).
Innerhalb der drei Genotyp-Gruppen der Studienpopulation zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Werten dieser Parameter (Tabelle 7). So war das Duchschnittsalter in den drei
Genotyp-Gruppen anndhernd gleich. Auch der relative Anteil der Patienten mit arterieller
Hypertonie und Diabetes mellitus war in allen drei Chymase A 143G Genotypen unterschied sich
nicht. Bezugnehmend auf die Verteilung der klinisch-chemischen Parameter wie Cholesterin,
Apolipoprotein Al, Apolipoprotein B, Lipoprotein (a) und Triglyzeride waren iiber die gesamte
Studienpopupulation hinweg gleiche Durchschnittswerte zu beobachten (Tabelle 7). Bei der
Betrachtung der Hoch- und Niedrigrisiko-Gruppen konnten ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden (Daten nicht dargestellt).
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Tabelle 7: Etablierte Risikofaktoren und protektive Faktoren in Abhingigkeit vom
Chymase A 903G Genotyp

Chymase A 1903G Genotyp
AA(n =723) AG(n =1253) GG(n =538) 2p
Alter (Jahre) 61,8+99 61,7£9,7 62,3110,0 0,618
Cholesterin (mg/dl) 210+ 44 208 £ 42 210+ 42 0,762
Triglyzeride (mg/l) 152+97 152 +91 154 +£94 0,94
Apolipoprotein Al (g/1) 1,43 £0,29 1,43 +£0,28 1,45 £0,30 0,379
Apolipoprotein B (g/1) 1,28 +£ 0,34 1,27 £0,34 1,27 £0,34 0911
Apolipoprotein Al/ 1,18 £0,35 1,20 £ 0,51 1,21 £0,38 0,277
Apolipoprotein B
Lipoprotein (a) (mg/dl) 27 £36 29 + 38 26 £ 35 0,128
Glukose (mg/dl) 113+48 112 £49 111 £40 0,788
Diabetes (%) 18 18 17 0,887
Bluthochdruck (%) 62 63 62 0,864
BMI (kg/m?) 26,9 +3,5 26,9+34 27,0+34 0,859
Zigarettenkonsum (PY) 23+27 22 +26 23+27 0,796

Die Angaben iiber Hypertonie und Diabetes mellitus wurden als bindre Variablen definiert und als relative
Haufigkeiten in Prozent angegeben. Die anderen Werte sind Durchschnittswerte + Standardabweichung.
Das Verhiltnis der kontinuierlichen Variablen zu den Chymase A 403G Genotypen wurde mit Hilfe des
Kruskal-Wallis 1-Way Anova-Test iiberpriift. Fiir die Parameter Diabetes und Hypertonus fand der -
Test Anwendung. Die Chymase A3 G Genotypen der Probanden wurden mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion und angeschlossener Elektrophorese aus EDTA-Blut ermittelt. Abkiirzungen: PY, pack-
years; BMI, Body Mass Index.

3.3 Beziehung zwischen Chymase A 1993yG Genotyp und Koronarer Herzkrankheit

Durch die Ermittlung des GefidBstatus mit Hilfe der selektiven Koronarangiographie konnte die
Studienpopulation in eine Gruppe von Patienten ohne Koronare Herzerkrankung
(KoronargefiBstenosierung < 50 %) und eine weitere mit 1- bis 3-GefdlBerkrankung unterteilt
werden. Hiufigkeiten der Genotypen des Chymase A(.1903G Genpolymorphismus und der sich
daraus ergebenden Allelfrequenzen wurden zwischen den Probanden ohne signifikante KHK und

KHK-Patienten verglichen.
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3.3.1 Statistische Beziehung zwischen dem Chymase A(1993G Genpolymorphismus
und dem KHK-Risiko

Die Haufigkeit der A-Allelfrequenz bei Probanden ohne signifikante Stenose war mit p = 0,53
anndhernd genauso grofl wie in der Gruppe der Ein- bis DreigefiBerkrankten mit p = 0,54
(Tabelle 8). Die G-Allelfrequenzen bei Patienten mit Ein-bis DreigefiBlerkrankung (p = 0,46)
unterschieden sich von denjenigen des Kontrollkollektivs (p = 0,47) nicht. Zusammenfassend
kann gesagt werden, daf kein signifikanter Zusammenhang zwischen A- bzw. G-Allelfrequenz

und dem Risiko der Koronaren Herzkrankheit ermittelt werden konnte.

Tabelle 8: Verteilung der Chymase A(.1903G Genotypen in Abhingigkeit vom Risiko der
Koronaren Herzerkrankung

Verteilung
Chymase A(.1903G Genotypen Chymase A (.1993)G Allele
n n(AA) n(AG) n(GG) A (95% KI) G (95 % KI)
Kontrollgruppe 584 162 298 124 0,53 (0,50-0,53) 0,47 (0,44-0,50)
(0-GE)
1-3-GE 1930 561 955 414 0,54 (0,52-0,55) 0,46 (0,46-0,48)

Das Verhiltnis des Chymase A(j903G Genpolymorphismus zum KHK-Risiko wurde mit Hilfe der
multiplen logistischen Regression, also unter Beriicksichtigung der nachgewiesenen koronaren
Risikofaktoren, analysiert.

Abkiirzungen: 0-GE, Personen ohne Koronargefifistenosierung > 50 %; 1-3-GE, Patienten mit Ein-,
Zwei- oder Dreigefiferkrankung; KI, Konfidenzintervall.

3.3.2 Beziehung zwischen den Chymase A(1903G Genotypen und dem Schweregrad

der Koronaren Herzkrankheit

Innerhalb der Gruppe der KHK-Patienten wurden die Allelfrequenz zwischen Patienten mit Ein-
(n = 500), Zwei-(n = 560) und Dreigefilerkrankung (n = 870) verglichen (Tabelle 9). Dabei
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen A- bzw. G-Allelfrequenzen und dem
Ausmal} der Koronaren Herzkrankheit. Probanden ohne signifikante Koronarstenose (0,53) und
Patienten mit Ein- (0,53), Zwei- (0,54) und DreigefidBerkrankung (0,54) hatten anndhernd die
gleichen Allelfrequenzen.

Aus Abbildung 11 geht hervor, dass auch in Bezug auf den Gensini Score kein statistischer
Zusammenhang zwischen dem Chymase A(1903G Genpolymorphismus und dem Schweregrad

der koronaren Herzerkrankung bestand (p = 0,42).
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Tabelle 9: Verteilung der Chymase A(.1903G Genotypen in Abhiingigkeit vom Ausmal} der
Koronaren Herzkrankheit

Verteilung
Chymase A (.1903G Genotyp Chymase A (.1903)G Allel
n n(AA) n(AG) n(GG) A (95 % KI) G (95% KI)
0-GE 584 162 298 124 0,53 (0,50-0,53) 0,47 (0,44-0,50)
1-GE 500 137 260 103 0,53 (0,50-0,64) 0,47 (0,44-0,47)
2-GE 560 164 279 117 0,54 (0,51-0,57) 0,46 (0,43-0,49)
3-GE 870 260 416 194 0,54 (0,51-0,57) 0,46 (0,44-0,49)

2514 Patienten hatten sich einer koronarangiographischen Untersuchung unterzogen und wurden je nach
ermitteltem Stenosierungsgrad in vier verschiedene Subpopulationen von 0-3-Gefdlerkrankten eingeteilt.
Ein Patient mit einem Stenosierungsgrad von > 50 % wurde als ,.erkrankt™ definiert. Kontrollgruppe:
Patienten mit Koronarstenosen < 50 %. Die statistischen Untersuchungen erfolgten mit Hilfe multipler
Regressionsanalysen. Abkiirzungen: 0-GE, Null-GefdBerkrankung; 1-GE, Ein-GefdBerkrankung; 2-GE,
Zwei-Gefidlerkrankung; 3-GE, Drei-Gefiflerkrankung; n, Anzahl der Patienten in der jeweiligen
Subpopulation.
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52 -
50 +

48

48,9

Gensini Score (Mittelwert)

44

AA-Genotyp AG-Genotyp GG-Genotyp
n=561 n=1253 n=538

Abbildung 11: Zusammenhang zwischen Chymase-Genotypen und dem Gensini Score

Der Gensini Score [61] wurde nach Lokalisation und Schweregrad der Koronarstenosen berechnet (siche
2.2) und als Durchschnittswert + Standardabweichung angegeben. Die statistische Beziehung zwischen
den Chymase-Genotypen und dem Gensini Score wurde mit Hilfe der multiplen Regressionsanalyse
ermittelt.
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3.3.3 Beziehung zwischen Chymase A(1903G Genotyp und dem Risiko und
Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit in Hoch- und Niedrig-

Risikogruppen

Es wurde kein Zusammenhang zwischen dem Chymase A(1903yG Genpolymorphismus und dem
Risiko bzw. dem Ausmafl einer KHK in der Gesamtpopulation gefunden. Auch in den

Hochrisiko-Gruppen wurde ein solcher Zusammhang nicht beobachtet.

Lediglich in der Niedrigrisiko-Gruppe der Nichtraucher wurde ein Zusammenhang zwischen
dem Chymase G-Allel und dem Risiko der KHK (p = 0,004; Odds ratio 1,89 (95 % KI 1,22-
2,91)) entdeckt. Nichtrauchende G-Alleltriger wiesen demnach ein nahezu zweifach erhohtes
KHK-Risiko auf. Bei Definition des KHK-Schweregrades nach Gensini konnte ebenfalls eine
Assoziation in der Nichtrauchergruppe festgestellt werden (p = 0,03) (Abb. 12). Bei G-
Alleltragern wurde also ein signifikant hoherer Gensini Score als bei AA-Homozygoten

beobachtet.

Gesamtpopulation Nichtraucher

60

Gensini Score

p = 0,896 p = 0,030

Abbildung 12: Vergleich der durchschnittlichen Gensini Scores zwischen den Chymase G-
Allel-Trigern und Chymase AA-Homozygoten in der Gesamtpopulation und in der
Population der Nichtraucher

Der Gensini Score wurde nach Lokalisation und Schweregrad der Koronarstenosen wie beschrieben
berechnet und als Durchschnittswert + Standardabweichung angegeben. Die durchschnittlichen Gensini
Scores wurden nach Adjustierung fiir koronare Risikofaktoren mittels multipler Regressionsanalyse
verglichen. Die Zahl der Individuen ist in den Balken angegeben. Abkiirzungen: ,,AG + GG*, Chymase
G-Allel-Trager; ,,AA*, Chymase AA-Homozygote.
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3.34 Potentielle Interaktionen zwischen der CMA A(1903G Genvariation und
Genpolymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems in Bezug auf Risiko und

Schweregrad der KHK

Die Analyse hinsichtlich potentieller Interaktionen zwischen der CMA A( 1903y G Genvariation
und anderen RAAS-Genpolymorphismen auf das Risiko bzw. das Ausmall der Koronaren
Herzkrankheit deckte keine derartigen Wechselwirkungen auf (Ergebnisse nicht dargestellt).
Dabei wurden alle moglichen Genotyp-Variationen zwischen A- und G-Allelen der Chymase-
Genvariation und den Allelen der anderen RAAS-Genpolymorphismen (Angiotensinogen- (AGT
T174M und AGT M;35T), Angiotensin Converting Enzym- (ACE I/D) und Angiotensin II Typ 1
Rezeptor- (AT|R Aj166C) Genpolymorphismen) in der gesamten Studienpopulation und in den
Niedrig- bzw. Hochrisikogruppen beriicksichtigt.

3.4 Verhéltnis zwischen dem Chymase A(.1903G Genpolymorphismus und
Myokardinfarkt

Die Studienpopulation wurde hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen den Chymase-
Allelfrequenzen und dem Myokardinfarktrisiko untersucht. Dabei zeigte sich, daB die relative
Héufigkeit des Chymase A-Allels in der Gruppe der Myokardinfarktpatienten 0,54, in der
Kontrollgruppe ohne Myokardinfarkt 0,53 betrug (Tabelle 10). In bezug auf die G-
Allelfrequenzen konnten Werte zwischen 0,46 in der Myokardinfarktgruppe und 0,47 in der
Kontrollgruppe festgestellt werden (Tabelle 10). Demnach konnte in der vorliegenden
Studienpopulation keine Assoziation zwischen dem Chymase A 943G Genotyp und dem

Myokardinfarktrisiko nachgewiesen werden.

Tabelle 10: Verteilung der Chymase A(1903G Genotypen bei Patienten mit und ohne
Myokardinfarkt

Verteilung
Chymase A(.1903)G Genotyp Chymase A(.1903)G Allele
N n (AA) n (AG) n (GG) A G
kein MI 1332 375 669 288 0,53 (95 % KI) 0,47 (95 % KI)

>1MI 1182 348 584 250 0,54 (95 % KI) 0,46 (95 % KI)
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Bei 2514 Patienten der Studienpopulation wurden die Chymase A(1903yG Genotypen mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion und der danach angeschlossenen Elektrophorese ermittelt. Die Population
konnte in eine Kontrollgruppe ohne Myokardinfarkt und eine Gruppe von Patienten mit bereits
mindestens einem Myokardinfarkt unterteilt werden konnte. Die statistische Beziehung zwischen dem
Chymase A(1903yG Genpolymorphismus und dem Myokardinfarktrisiko wurde mit Hilfe der multiplen
logistischen Regression analysiert. Abkiirzungen: kein MI, kein Myokardinfarkt; > 1 MI, mindestens ein
Myokardinfarkt; KI, Konfidenzintervall.

34.1 Verhiltnis zwischen CMA A(1903G Genpolymorphismus und Myokardinfarkt
in Hoch- und Niedrig-Risikogruppen

Sowohl in den Hoch- als auch in den Niedrigrisiko-Gruppen wurde kein statistischer
Zusammenhang zwischen dem CMA  A(i903G  Genpolymorphismus und dem

Myokardinfarktrisiko gefunden (Ergebnisse nicht dargestellt).

34.2 Potentielle Interaktionen zwischen CMA A(1903)G Genpolymorphismus und
anderen Genpolymorphismen des RAAS auf das Myokardinfarktrisiko

Eine Analyse hinsichtlich einer potentiellen Interaktion zwischen der CMA A(1903G
Genvariation und anderen Genpolymorphismen des RAAS (Angiotensinogen- (AGT T;74M und
AGT My35T), Angiotensin Converting Enzym- (ACE 1/D) und Angiotensin II Typ 1 Rezeptor-
(ATR Aj1166C) Genpolymorphismus) umfaflte alle moglichen Genotyp-Kombinationen zwischen
A- und G-Allelen der CMA A(1903G Genvariation und denen der RAAS-Genvariationen. Die
Ergebnisse zeigen, dal die Chymase-Genvariation und sidmtliche RAAS-Genpolymorphismen im
Hinblick auf das Myokardinfarktrisiko nicht interagierten (Ergebnisse nicht dargestellt). In Hoch-
und Niedrig-Risiko-Gruppen wurden ebenfalls keine Interaktionen hinsichtlich des

Myokardinfarktrisikos festgestellt (Ergebnisse nicht dargestellt).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Studienergebnisse

Eine Studienpopulation von 2514 Patienten wurde hinsichtlich eines moglichen Zusammenhangs
zwischen dem CMA A(.1903yG Genpolymorphismus und dem Risiko bzw. dem Schweregrad der

Koronaren Herzkrankheit, sowie dem Risiko des Myokardinfarktes untersucht.

In der Gesamtpopulation konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der CMA A(1903)G
Genvariation und dem Risiko und dem Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit bzw. dem
Risiko des Myokardinfarktes beobachtet werden. Es fand sich lediglich eine Assoziation
zwischen dem CMA G-Allel und dem KHK-Risiko in der Subpopulation der Nichtraucher. Eine
Assoziation zwischen dem CMA G Allel und dem Schweregrad der KHK wurde in der
Subpopulation der Nichtraucher beobachtet, wenn der KHK-Schweregrad nach Gensini definiert
wurde. In allen anderen Niedrig- und Hochrisikopopulationen fand sich keine Assoziation
zwischen CMA A(1903yG Genvariation und der Koronaren Herzkrankheit [22]. Interaktionen
zwischen dem CMA A(903G Genpolymorphismus und anderen Genvariationen des Renin-
Angiotensin-Systems auf das Risiko und das AusmaB der ischdmischen Herzerkrankung wurden

ebenfalls nicht beobachtet.

4.2 Herz-Chymase: Publikationen, die sich mit der Entdeckung und
Charakterisierung der Chymase befassen

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Studien die Beteiligung des Renin-Angiotensin-Systems
an der Pathogenese der Koronaren Herzkrankheit nachweisen [1,2,12,63,66,94]. In zentraler
Position des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems fand sich das Angiotensin Converting
Enzym (ACE), welches zum einen die Konversion von Angiotensin I in Angiotensin II, zum
anderen  aber auch die Inaktivierung des vasodilatatorisch wirkenden Bradykinins katalysiert.
In vitro-Studien zeigten, dall Angiotensin II eine Hyperplasie und Hypertrophie von
menschlichen glatten Muskelzellen induziert [11], die Expression des platelet-derived growth
factors steigert [57], die Expression der Protoonkogene c-fos und c-myc aktivierte [43] und eine
Neovaskularisierung verursachte [19]. Die ACE-Spiegel im Serum des Menschen sind genetisch
determiniert. Es folgten erste Studien, die iiber einen Zusammenhang zwischen dem Insertions-
/De-letionspolymorphismus des ACE-Gens (ACE DD-Genotyp) und dem Serum-ACE-Spiegel

berichteten [70]. Zudem beobachteten Cambien et al. in einer Studie von 1992 einen
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Zusammenhang zwischen dem ACE DD-Genotyp und einem erhohten Myokardinfarktrisiko
[10].

Urata et al. hatten bereits 1990 erkannt, dal sich mehr als 75 % der Angiotensin II-formenden
Enzymaktivitdt nur durch Verwendung von Serin-Proteinasen hemmen lieBen; lediglich 25 % der
gesamten Enzymaktivitit konnten durch konventionelle ACE-Hemmer-Gabe inhibiert werden
[90]. Im gleichen Jahr demonstrierten sie, dal nicht nur ACE zur Angiotensin II-Bildung
befdhigt ist [91]; in ihrer Studie beschrieben sie die Isolierung und Charakterisierung eines
Enzyms, welches die kardiale Angiotensin II-Bildung mit weit hoherer Effektivitit und Spezifitit
katalysierte als ACE. Dieses Enzym wies starke Ahnlichkeit mit Enzymen aus der seit lingerem
bekannten Chymase-Familie hinsichtlich immunologischer Reaktivitit, Hemmbarkeit durch
Serin-Proteinase-Inhibitoren und der N-terminalen Aminosiduresequenz auf, so daBl seine
Zugehorigkeit zu dieser Enzym-Familie angenommen werden konnte [91]. Chymasen gehdren zu
einer Subklasse von Serin-Proteinasen, die von Mastzellen, neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und zytotoxischen T-Zellen des menschlichen Immunsystems exprimiert werden
[102]. Chymase-dhnliche Enzyme waren bereits in den Mastzellen menschlicher Haut [77] und
der Lunge [101] gefunden worden. Im Unterschied zu den iibrigen Sdugetier-Chymasen verfiigt
die Herz-Chymase iiber eine hohe katalytische Aktivitdt und Substrat-Spezifitit. Die Erkldarung
fiir diese Tatsache lieferten Kinoshita et al. im Jahre 1990; sie publizierten eine Studie, die
demonstrierte, dal die Herz-Chymase zur Umwandlung von Angiotensin I zu Angiotensin II die
Anwesenheit zahlreicher Bindungsdeterminanten in der Primérstruktur des Substrats bendtigte.
Eine spitere Untersuchung zeigte, daB die Herz-Chymase im kardialen Interstitium, in
Mastzellen, Endothelzellen und einigen mesenchymalen Interstitiumzellen des Myokardgewebes
aufzufinden war [89]. Mittels elektronenmikrosokopischer Immunhistochemie zeigte sich jedoch
kein Unterschied zwischen der Chymase-Verteilung in gesundem und ischdmisch geschidigtem
Herzmuskelgewebe. Dabei fanden sich doppelt so hohe Chymase-Spiegel in den Ventrikeln wie
in den Vorhofen.

Ziel darauf folgender Arbeiten war die Beantwortung der Frage, ob die Herz-Chymase dhnlich
wie ACE Einflu} auf die Koronare Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt hat [89].

Neue Studien beschiftigen sich mit der Rolle der Herz-Chymase nach einem Myokardinfarkt
[41,42]. Jin et al. zeigten 2003 bei der Untersuchung von 210 Hamsterherzen, dafl deutlich
erhohte Chymase-Aktivititen im linken Ventrikel nach zuvor induziertem Myokardinfarkt
auftraten [42]. Wurde den Hamstern jedoch zuvor ein Chymase-Inhibitor zugefiihrt und damit
der Anstieg der Chymase-Aktivitit nach induziertem Myokardinfarkt verringert, kam es zu einer

signifikanten Verringerung der Mortalititsrate. Sie folgerten daraus, dafl die Herz-Chymase eine
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wichtige Rolle nach einem Myokardinfarkt spielen konnte. In einer nachfolgenden Studie an
Hundeherzen konnten sie im Jahre 2004 nachweisen, da die Chymase-Inhibition nach
induziertem Myokardinfarkt einen antiarrhythmischen Effekt hat. Sowohl die Hiaufigkeit
ventrikuldrer Arrhythmien als auch die Mortalititsrate waren bei diesen Hunden deutlich

reduziert [41].

4.3 Publizierte Untersuchungen zur potentiellen Assoziation des ACE I/D
Genpolymorphismus zur ischdmischen Herzerkrankung

Nachdem 1990 ein I/D Polymorphismus im Intron 16 des ACE-Gens gefunden worden war [70],
beschiftigten sich mehrere Studien mit der Frage, ob eine mogliche Beziehung zwischen der
ACE-Genvariation und der ischdmischen Herzkrankheit besteht. Diese Untersuchungen kamen
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einige Studien identifizierten diesen Genpolymorphismus als
unabhingigen Risikoindikator der KHK [21,26,52,58,73,82] und des akuten Myokardinfarktes
[10,26,49,80], andere wiederum konnten einen solchen Zusammenhang nicht nachweisen
[48,74]. Beispielhaft sei hier die ECTIM-Studie von Cambien et al. erwihnt, in welcher zum
ersten Mal {iber eine Assoziation zwischen dem Insertions-/Deletionspolymorphismus des ACE-
Gens und einem erhohten Myokardinfarktrisiko berichtet wurde; es wurde beobachtet, dafl der
ACE DD-Genotyp bei Myokardinfarktpatienten hiufiger vorkam als bei gesunden
Kontrollpersonen [10]. Lindpainter et al. hingegen konnten keinen Zusammenhang zwischen
dem ACE I/D Genpolymorphismus und der Koronaren Herzkrankheit beziehungsweise dem
Myokardinfarkt feststellen [48]. Die zum Teil voneinander abweichenden Ergebnisse lassen sich
zum einen durch die unterschiedliche Zusammensetzung der jeweiligen Studienpopulationen,
durch rassische Unterschiede, durch die GroBe der Studienpopulation und das retro- bzw.
prospektive  Studiendesign erkldren. In der dieser Untersuchung zugrundeliegenden
Studienpopulation war eine Assoziation zwischen dem ACE-D-Allel und dem Risiko
beziehungsweise dem Ausmall der KHK in der Subpopulation der jiingeren Patienten (< 61.7

Jahre) gefunden worden [21].



43

4.4 CMA A(1903G Genpolymorphismus: Darstellung der bisherigen
Ergebnisse anderer Publikationen

In verschiedenen in vitro Studien konnte gezeigt werden, daBl das ACE-System einen
bedeutenden Einflul auf die Pathogenese der Koronaren Herzkrankheit und des
Myokardinfarktes hat [2,12]. FEine entscheidende Rolle scheinen dabei erhohte
Serumkonzentrationen von Angiotensin II zu spielen, die wiederum genetisch determiniert sind
[70]. Nachdem das ACE-Gen bereits hinsichlich funktioneller Genpolymorphismen untersucht
worden war, bestand nach Entdeckung der humanen Angiotensin II-bildenden Herz-Chymase das
Bestreben, auch hier nach entsprechenden Genvarianten zu forschen. Nachdem Urata et al. im
Jahre 1990 die Isolierung und Charakterisierung der humanen Herz-Chymase gelungen war [91],
erfolgte 1991 die Identifizierung des Chymase-kodierenden Gens [92]. Dabei konnte die Sequenz
des entsprechenden Gens komplett aufgedeckt werden. Ein weiterer Grund fiir das Interesse an
der Chymase-Gen-Forschung bestand darin, dal im Jahre 1994 iiber eine zum Teil
unzureichende Supprimierbarkeit von Angiotensin II bei Patienten mit Herzversagen und eine
hohe Rezidivrate von GefiB3stenosierungen nach perkutaner Angioplastie trotz ACE-Hemmer-
Therapie berichtet worden war [60,72]. Dies liel die Frage aufkommen, ob erhthte Angiotensin
[I-Spiegel durch Verwendung spezieller Chymase-Inhibitoren bei fehlgeschlagener ACE-
Hemmer-Therapie gesenkt werden konnen. In diesem Zusammenhang sei erwihnt, daf3 in einer
Studie von Urabe et al. der Serin-Proteinase-Inhibitor Nafamostat die periphere Zirkulation bei
Patienten mit peripherer vaskuldrer Erkrankung durch Hemmung des ACE-unabhingigen

Angiotensin II-Bildungsweges verbesserte [88].

Grundlage der vorliegenden Studie waren die im Jahre 1996 vorliegenden Publikationen von
Pfeufer et al., die einen Genpolymorphismus in Form eines Basenaustausches (A—G) in der
untranskribierten 5°-Region im Chymase-Gen gefunden hatten [65]. Ihre Studienpopulation
setzte sich aus 50 Patienten mit der echokardiographisch erhobenen Diagnose einer hypertrophen
Kardiomyopathie und 50 gesunden Kontrollpersonen zusammen. Wiahrend ein signifikanter
Zusammenhang zwischen ACE DD-Genotyp und hypertropher Kardiomyopathie in dieser
Studienpopulation nachgewiesen werden konnte (95% KI: 1,04-5,44, p < 0,039), zeigte sich der
CMA A(.1903G Genpolymorphismus nicht als unabhingiger Risikoindikator fiir die hypertrophe
Kardiomyopathie. Desweiteren untersuchten Pfeufer et al. mogliche Interaktionen zwischen ACE
I/D- und CMA A(.1903yG Genpolymorphismen und kamen zu dem Ergebnis, dal die Chymase
AA- und AG-Genotypen mit einem erhohten Auftreten des ACE DD-Genotyps verkniipft waren
(95% KI: 1,19-8,70, p < 0,02). Sie stellten daher die Hypothese auf, dal3 Chymase-Genvarianten
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durch Interaktion mit dem ACE-Gen moglicherweise an der Entstehung der hypertrophen
Kardiomyopathie beteiligt sind. Zwei Jahre spiter wurde von Pfeufer und Mitarbeitern eine
weitere Untersuchung zum Chymase A(4;G Genpolymorphismus verdffentlicht [64]. Die
Studienpopulation setzte sich aus 394 Patienten zusammen, wobei 229 Kontrollpersonen mit
Hilfe klinischer und echokardiographischer Kriterien als herzgesund definiert werden konnten
und 165 Patienten einen Myokardinfarkt erlitten hatten. Die Forschungsgruppe kam zu dem
Ergebnis, dal der CMA A(903G Genpolymorphismus weder mit der hypertrophen

Kardiomyopathie noch mit dem Myokardinfarktrisiko statistisch in Verbindung stand.

Die vorliegende Studie geht mit letzterem Ergebniss konform, erweitert aber die vergangenen
Beobachtungen durch folgende Befunde: (1) Lediglich in einer Niedrig-Risikogruppe von
Nichtrauchern konnte ein Zusammenhang zwischen dem CMA-G-Allel und dem Risiko
beziehungsweise Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit aufgedeckt werden. (2) Es wurden
keine Interaktionen zwischen der Chymase A(1903G Genvariation oder anderen
Genpolymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems auf das Risiko bzw. dem Schweregrad der
KHK oder dem akuten Myokardinfarkt entdeckt.

In diesem Zusammenhang muf} jedoch diskutiert werden, dal die hier vorliegende Studie
sicherlich nicht direkt mit den Daten aus der Studie von Pfeufer el al. vergleichbar ist, da es sich
hier nicht um Fall-Kontroll-Studie im klassischen Sinne handelt. Dies liegt zum einen daran, daf3
es sich bei den Kontrollen auch um Personen handelt, die zum groen Teil leichte Stenosen der
Koronargefide aufwiesen. Zudem hatten wenige Probanden dieser Gruppe bereits einen
Herzinfarkt erlitten. Allerdings konnten in der untersuchten Population nahezu alle relevanten
koronaren Risikofaktoren nachgewiesen werden. Dieser Befund kann als Hinweis darauf
gewertet werden, dafl sich die vorliegende Population nicht grundlegend von denen aus
klassischen Fall-Kontroll-Studien unterscheidet. Zudem besteht bei klassischen Kontrollgruppen
immer das Problem, Probanden einzuschliessen, die unter Umstinden schon iiber erhebliche
Stenosen der Koronargefifie verfiigen, ohne symptomatisch geworden zu sein. Selbst die
Durchfithrung eines  Belastungs-EKG's  als  AusschluBkriterium  innerhalb  dieser
Kontrollpopulation hitte etwa 15 % falsch positive Befunde erbracht. Eine Koronarangiographie
anstelle des Belastungs-EKG’s ist aus ethischen Griinden nicht vertretbar. Insofern verfiigt die
vorliegende Studie zwar nicht iiber das Design einer klassischen Fall-Kontroll-Studie, hat aber

samtliche Teilnehmer der Studie tiber die Koronarangiographie eindeutig definiert.

2002 1ist eine weitere Studie publiziert worden, die sich mit der Chymase Ai903G
Genvariariation befalit. Diese untersuchte mogliche Interaktionen zwischen dem ACE 1/D

Genpolymorphismus und der Chymase A(1903yG Genvariariation auf die Entwicklung einer
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hypertrophen Kardiomyopathie bei Patienten mit Typ II Diabetes. Die Autoren beschrieben in
einer Studienpopulation von 154 Patienten mit Typ II Diabetes ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie, wenn der Chymase AA- und der ACE DD-
Genotyp gleichzeitig vorlagen [71]. Dieses Ergebnis geht mit der von Pfeufer et al. 1996
aufgestellten Hypothese [34], dal3 Chymase-Genvarianten durch Interaktion mit dem ACE-Gen
moglicherweise an der Entstehung der hypertrophen Kardiomyopathie beteiligt sind, konform.
Die Autoren rdumen jedoch ein, daB eine groBere Studienpopulation notwendig sei, um diese
Hypothese zu iiberpriifen. Man kann zusammenfassend folgern, dafl derzeit (Stand 2005) 4
Studien zur Chymase A(1903yG Genvariation vorliegen [22,31,91,92], von denen sich lediglich
drei mit der moglichen Assoziation dieser Genvariation und der ischamischen Herzerkrankung

befassen.
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5  Zusammenfassung

Das Renin-Angiotensin-System spielt bei der Entstehung und Progression der Koronaren
Herzkrankheit (KHK) eine wichtige Rolle. Als pathogenetisch wirksame Substanz konnte das
Angiotensin II nachgewiesen werden, das nicht nur durch das Angiotensin I-Converting Enzym,
sondern auch durch die Serinprotease Chymase (CMA) gebildet wird. Es sollte daher der
Zusammenhang zwischen dem CMA A(.1903yG Genpolymorphismus und dem Risiko und
Schweregrad der KHK sowie dem Risiko des Myokardinfarktes an einer Studienpopulation von
2514 minnlichen Patienten, deren Koronarstatus mit Hilfe der Koronarangiographie bestimmt

worden war, untersucht werden.

Beziehung zwischen dem Chymase A( 1903 G Genpolymorphismus und dem Risiko und

Schweregrad der Koronaren Herzkrankheit:

In der Gesamtpopulation ergab sich kein statistischer Zusammenhang zwischen den A- bzw. G-
Allelfrequenzen und dem Risiko und Schweregrad der KHK. Nur in der Niedrigrisiko-Gruppe
der Nichtraucher hatten die G-Alleltrager ein signifikant hoheres Risiko als die AA-

Homozygoten, an einer KHK zu erkranken.

Beziehung zwischen Chymase A(.1903yG Genpolymorphismus und dem Myokardinfarktrisiko:

Es wurde keine Assoziationen zwischen den Genotypen des Chymase A(1903G
Genpolymorphismus und dem Myokardinfarktrisiko gefunden. Diese Beobachtung wurde in der

Gesamtpopulation und in Niedrig- und Hochrisiko-Gruppen gemacht.

SchluB3folgerung:

Da eine Assoziation zwischen dem Chymase A(1903yG Genpolymorphismus und der
ischdmischen Herzerkrankung nur in einer Niedrigrisiko-Gruppe beobachtet werden konnte, ist
die SchluBfolgerung nahe liegend, dafl diese Genvariation fiir die Koronare Herzkrankheit und

deren Komplikationen keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielt.
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6 Abstract

The renin-angiotensin system (RAS) has been shown to be involved in the pathogenesis of
coronay artery disease (CAD) and mycardial infarction (AMI). Besides angiotensin I-vonverting
enzyme, the serine proteinase chymase (CMA) is capable of angiotensin II formation. Since
evidence has been presented that the RAS-dependent pathogenesis of coronary heart disease is
mediated by angiotensin II, we analysed the relation of the CMA A(.1903)G gene polymorphism to
CAD and AMI in a population of 2514 patients who underwent coronary angiography for

diagnostic purposes.

Relation of chymase A(.1903)G gene variation and the risk and extent of the coronary heart disease

In the total sample, no association was detected between the CMA A(.1903)G gene variation and
the risk and extent of the CAD. In the population of non-smokers, the CMA G allele was

associated with the presence of CAD.

Relation of chymase A(.1903G gene variation to myocardial infarction

In the total sample, an association of the CMA A(.1903)G gene variation with nonfatal myocardial

infarction was not detected. The same findings were made in low- and high-risk subpopulations.

Conclusion

Inspite of having found an association between CMA G allele with the risk and extent of CAD in
a low risk group of non-smokers, the present data indicate that the CMA A(1903)G gene variation

has no significant impact in the risk and extent of coronary heart disease.
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