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1 Einleitung

In der hier vorgestellten Studie sollte der mogliche Zusammenhang zwischen
Atherosklerose und dem Polymorphismus H/R™! am FcyRezeptor lla (FcyRIla)
uberpruft werden. Mehrere Ursachen der Atheroskleroseentstehung sind bereits
bekannt, jedoch sind viele der Atherosklerose zugrundeliegenden
pathophysiologischen Mechanismen noch nicht bzw. noch nicht vollstandig
erforscht.

Der Polymorphismus am FcyRezeptor lla ist klinisch relevant [93; 134; 135].
Abhangig vom Genotyp gibt es verdnderte Bindungsfahigkeiten flr
Immunglobuline [125]. Verschiedene Erkrankungen wurden mit dem
Polymorphismus in Zusammenhang gebracht [3; 24; 33; 92; 140]. Besonders
Erkrankungen mit verstarkter Gerinnung und verminderter Immunabwehr sind
von klinischer Bedeutung [3; 24; 92]. Bei der Atheroskleroseentstehung spielen
Gerinnungsveranderungen und autoimmunologische Prozesse ebenfalls eine
wichtige Rolle [4; 21, 58].

1.1 Atherosklerose

In der industrialisierten Welt sind die atherosklerosebedingten Erkrankungen die
haufigste Todesursache [79; 80; 132]. Durch Verdnderungen der Gefalie
kommt es zu Stromungsveranderungen und zu einer Minderversorgung des
Gewebes mit Blut. Die klinische Manifestation richtet sich nach der Lokalisation
der Atherosklerose und kann unterschiedliche Formen annehmen. Beispiele
hierfir sind die koronare Herzerkrankung (KHK), die zerebrovaskulare
Insuffizienz, sowie die periphere arterielle VerschluRkrankheit der unteren
Extremitat [132]. Nach Einschatzung von Lopez [78] wird in ndherer Zukunft,
das heil3t im Jahre 2020, der ischamischen Herzkrankheit die gré3te Bedeutung
zukommen. Im Jahre 1990 war die Haupttodesursache weltweit die Infektion
der unteren Atemwege, die 2020 von der ischdmischen Herzerkrankung als
Haupttodesursache abgelést werden soll. Sie wird somit die

gesundheitspolitisch wichtigste Erkrankung in der Bevolkerung darstellen [78].
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Atherosklerose beinhaltet die Ischamie eines Gewebeabschnittes bedingt durch
ein Mil3verhaltnis von Sauerstoffbedarf und -angebot. Durch die Einengung des
GefalR3lumens entsteht eine Verschlechterung der myokardialen Perfusion. Die
Einengung ist das Ergebnis einer Dysfunktion des Endothels durch abnorme
Interaktionen mit Blutbestandteilen, GefalBwand und FluZbedingungen
innerhalb des GefalRes [15]. Die Veranderung der Gefal3e beginnt schleichend
und durchlauft mehrere Phasen. Die histologische Stadieneinteilung der
Atherosklerose umfasst 8 L&sionstypen [118]. Die initiale Lasion (Stadium I)
kumuliert zu Fettstrangen (Stadium 1), die sich in der Intima ansammeln. Diese
Veranderungen sind klinisch jedoch noch nicht relevant [9]. Durch Leukozyten,
deren oxidativen Kapazitat, Freisetzung von Sauerstoffradikalen und durch die
Ansammlung von Lipiden im Extrazellularraum schreitet die Erkrankung fort
(Praatherom = Stadium 1ll). Im fortgeschrittenen Stadium entsteht durch
konfluierende Lipidanteile ein Atherom (Stadium 1V), das im weiteren Verlauf,
von einer fibrosen Kappe (Stadium V) bedeckt, in das Gefal3lumen reicht. Durch
Vergrosserung der Plaques und Verdnderung der vulnerablen Oberflache [39;
142] werden diese instabil und es kommt zum Einreil3en der fibrésen Kappe.
Der freigesetzte Inhalt der Plaques kann bereits zu einem Verschluf3 in den
distalen Gefal3anteilen fuhren. Dartber hinaus wird die Gerinnungskaskade
aktiviert. Gerinnungsfaktoren und aktivierte Thrombozyten bilden einen
Thrombus, der im Zusammenspiel mit dem freigesetzten Plaquematerial zu
einer hochgradigen oder sogar vollstandigen Stenose des Gefal3es (Stadium
VI) fuhrt. Im weiteren kann es zu Kalzifikationen im Bereich der L&sionen
kommen (Stadium VII). Als narbiger Endzustand (Stadium VIII) wird die
fibrotische Lasion gesehen [15].

Die genauen molekularbiologischen Prozesse der Atheroskleroseentstehung
sind komplex, weswegen sie auch noch nicht vollstandig geklart werden
konnten. Am héaufigsten wird die ,Response to injury“-Hypothese propagiert
[71], bei der die Endothelverletzung das zentrale Ereignis in der
Atheroskleroseentstehung darstellt [102; 120]. Die meisten bekannten
Risikofaktoren verursachen eine Veranderung der Endothelzellbarriere und eine
endotheliale Dysfunktion [102]. Die Endothelschicht kann durch mechanische

Einwirkungen (z.B. Hypertonie), toxische Produkte (z.B. Nikotin), infektiose
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Mikroorganismen (z.B. Chlamydien, Cytomegalievirus) und zirkulierende
Substanzen (z.B. Low-density-Lipoprotein (LDL), Homocystein) geschadigt
werden [71]. Normalerweise stellt das Endothel eine selektive Barriere
zwischen Blut und Gewebe dar [79]. Bei Storung dieser Barriere kommt es zur
vermehrten Einlagerung von LDL wund verminderten Hemmung der
Thrombozyten- [71] und Leukozytenadh&sion am Endothel. Im Rahmen des
weiteren Verlaufs nehmen Entztiindungszellen ebenfalls eine bedeutende Rolle
ein [79]. In der Primarlasion gebildeter MCSF (Makrophagen Kolonie
stimulierender Faktor) stimuliert Makrophagen und T-Lymphozyten zur
Einwanderung in die atherosklerotischen Plagques und zur Vermehrung der
immunologischen Zellen [66]. Die Aktivierung dieser Zellen fuhrt zu einer
weiteren Verstarkung der Entztndungsreaktion durch die Bildung pro-
inflammatorischer Zytokine und Radikale [115]. Diese schadigen die
Endothelien sowohl direkt, als auch durch Interaktionen mit vasoaktiven
Mediatoren und durch die Bildung von Fettstrangen [124]. Weitere Mediatoren
werden durch Endothelzellen gebildet [79]. Darlber hinaus werden die
Endothelzellen durch veranderten BlutfluR und entstehende Scherkréfte
besonders angegriffen [52] und permeabel fur Fette, die je nach Konzentration
eingelagert werden. Die Fette interagieren mit dem Apolipoprotein B (Apo B), so
dall weitere Fettanteile in die GefaBwand gelangen. Zusatzlich werden
Matrixproteoglykane freigesetzt [13]. LDL wird durch oxidative Produkte
umgewandelt [9], was die wichtigste Veranderung darstellt [79]. Zuséatzlich
kommt es zu Lipolyse, Proteolyse und Aggregation des LDL [79]. Oxidiertes
LDL verursacht eine Erniedrigung des NO (Stickstoffmonoxid) durch
Produktinhibition [79]. Endothelial produziertes NO stellt einen protektiven
Faktor [19] mit multiplen antithrombogenen Eigenschaften dar [124].
Experimentell konnte eine Endothelschadigung durch Erniedrigung der
endothelialen NO-Produktion gezeigt werden [124]. Durch Hemmung der
Thrombozytenaktivierung [141], der Leukozytenadhasion [74; 75] und der
Proliferation der glatten Muskulatur [48] wirkt NO direkt der Atherosklerose
entgegen. Ein weiterer protektiver Faktor ist High-density-Lipoprotein (HDL),
das sowohl Uberschissige Lipide entfernt [5], als auch durch dessen Enzym

Paraoxonase die Oxidation der Lipoproteine hemmt [136].
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Bei Uberwiegen der Atherosklerose fordernden Faktoren durchlauft die
Krankheit die beschriebenen Stadien und wird entweder durch die vermehrte
Stenose des GefalRes oder durch den plotzlichen Verschlul3 des GefalRes
symptomatisch. Der plotzliche Verschlul3 entsteht meist durch die Plaque
Ruptur. Metalloproteinasen und deren Inhibitoren sind fir Ab- und Aufbau
extrazellularer Matrix verantwortlich und kénnen so einen Einflu3 auf die
Stabilitat der atherosklerotisch veranderten Gefal3e nehmen [50]. Wahrend des
Entzindungsprozesses stimulieren sich T-Lymphozyten, Makrophagen,
Monozyten und Matrix-Metalloproteinasen gegenseitig [71]. Es werden
vermehrt proteolytische Enzyme [71] freigesetzt und unter anderem
gewebsschadigende Sauerstoffradikale produziert, die auf die L&sionen
einwirken [55; 132]. Weiterhin kommt es durch verletzte Arterienwande zur
weiteren Stimulation der Freisetzung der Proteinasen [8]. Bei besonders hoher
Expression der Metalloproteinasen [71] im Bereich des Plaques kann es zu
Instabilitaten kommen. Diese Instabilitat fihrt im Extremfall zum Einrei3en der
GefaBRwand. Nach Andauen der Matrixkappe, am haufigsten im Bereich der
Plagueschulter, gelangen thrombogene Substanzen ins Gefaf3lumen und es
kommt durch Anstol3en der Gerinnungskaskade zur Atherothrombose [71; 79].
Tissue factor, der ebenfalls gehauft in der Plaqueschulter vorhanden ist, wirkt
zusatzlich als potenter Initiator der Gerinnungskaskade [132]. Besonders
gefurchtet ist die Bildung eines, das Gefal3lumen verschlieenden Thrombus an
einer rupturierten Plaque [16]. Der vollstdndige Verschlul3 des Gefal3es bewirkt
die Dbereits beschriebene komplette Ischamie der nachfolgenden
Versorgungsgebiete und damit deren Funktionsbeeintrachtigung. Fur das akute
iIschamische Ereignis sind vor allem thromboembolische Prozesse und nicht die

vorbestehende Stenose von Bedeutung [71; 95; 132].

111 Risikofaktoren der Atherosklerose

Zu den heute bekannten unbeeinfluRbaren Risikofaktoren zéhlen die familiare
Pradisposition, das Lebensalter und das mannliche Geschlecht. Beeinflul3bare
Risikofaktoren sind Fettstoffwechselstérungen, Adipositas, Hypertonie,
Diabetes mellitus, das metabolische Syndrom sowie der Nikotinabusus. Diese
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Faktoren haben einen hohen Einfluld auf die Entstehung einer Atherosklerose.
Zu den weniger starken, DbeeinfluBbaren Risikofaktoren zahlen
Bewegungsmangel, Dysstress, Hyperfibrinogenamie und Hyperhomocystein-
amie [54]. Obwohl schon sehr viele Erkenntnisse lUber die Risikofaktoren der
Atherosklerose gewonnen wurden, sind wesentliche Ursachen fir die

Entstehung dieser Erkrankung bisher unbekannt [16].

1.1.1.1 Gerinnungsstérungen als Risikofaktor

In den achtziger Jahren erweiterte sich die Kenntnis um die Bedeutung von
Gerinnungsstorungen als ein Risikofaktor fur die Koronarthrombose [37]. Die
Bedeutung der Hamostase fiir die Entstehung eines akuten Koronarsyndroms
wurde bis dahin unterschatzt [17]. Zusatzlich dazu zeigte sich jedoch auch die
Bedeutung der Gerinnungsfaktoren in den frihen Stadien der Atherosklerose
[108].

Faktoren, die eine Erhdhung fir das Risiko der Entstehung einer
Atherothrombose verursachen, sind beispielsweise die Faktor-V-Leiden-
Mutation [123], Veranderungen des Fibrinogens [43; 123], des Antithrombins Il
(ATIHI) [21] und von Protein C und Protein S [17; 84; 84]. Besonders bei Plague
Ruptur und Thrombose sind ATIII und Protein C durch Veradnderungen der
Konzentrationen (zunéchst von erniedrigter und im Verlauf durch steigende
Konzentrationen) von Bedeutung [21]. Protein S scheint bereits in der Phase
der Entstehung der Plague Ruptur durch eine erniedrigte Konzentration und
Limitierung der Protein C-Aktivitat eine Rolle zu spielen [21].

AulRerdem wird das Risiko fur eine Koronarthrombose bei Vorliegen von
etablierten Risikofaktoren und gleichzeitiger Storung eines Gerinnungsfaktors
noch weiter erhoht. Trager des 20210 AG Prothrombin Genotyps oder der
Faktor-V-Leiden Mutation haben beispielsweise ein erhohtes
Myokardinfarktrisiko (relatives Risiko zwischen 3 und 6) bei vorhandenen
Risikofaktoren wie Hypertonus, Diabetes mellitus, Adipositas oder
Nikotinabusus [34].
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1.1.1.2 Genpolymorphismen als Risikofaktoren

Zusatzlich zu den etablierten Risikofaktoren wurden und werden durch die
molekularbiologische Forschung weitere Risikoindikatoren entdeckt, die auf
genetischen Variationen beruhen. Aufgrund der Fortschritte in der
molekularbiologischen Forschung konnte nachgewiesen werden, daf} auch die
Kandidatengene fur die Entstehung und Progression der KHK und deren
Komplikationen polymorph sind. Verschiedene Polymorphismen dieser
Kandidatengene sind mit einem veranderten Phé&notyp assoziiert, der zur
Entstehung und Progression der KHK und deren Komplikation pradisponiert
[84]. Der Polymorphismus Cgp;T des Glycoproteins la an Thrombozyten zeigte
beispielsweise eine deutliche Assoziation zum Myokardinfarktrisiko [112]. Bei
diesem Polymorphismus ist eine erhohte Expression von GPla mit einem
hoheren Risiko eines akuten koronaren Syndroms assoziiert [112]. Weitere
Risikoindikatoren greifen z.B. in den Fettstoffwechsel [11; 46; 47], in die
Immunologie [44; 51] und in die Wechselwirkungen zwischen den beteiligten
Geweben, z.B. durch verminderte Aktivitat des growth suppressor p27"' [53]
oder durch verminderte Interaktionen zwischen aktivierten Endothelien und

Leukozyten [60], ein.

1.1.1.3 Immunologie bei Atherosklerose

Seit einiger Zeit wird eine entzindliche Genese der Atherosklerose im Sinne
einer unspezifischen Reaktion mit systemischer Antwort verstarkt diskutiert [9;
102]. So konnte in einigen Publikationen eine epidemiologische Verbindung
zwischen Chlamydien-Infektion und koronarer Herzkrankheit festgestellt werden
[31]. Chlamydien kdnnen bei M&ausen eine inflammatorische Herzkrankheit Gber
eine  autoimmunologische  Mimikrie  verursachen [4]: Injiziert man
Chlamydienpeptide in den Mauseorganismus kommt es zu einer perivaskuléaren
Entziindung mit einem fibrotischen Umbau. Zusétzlich wird ein Zusammenhang
zwischen Chlamydienantikérpern und KHK vermutet [138]. Die Bedeutung der
Chlamydieninfektion bleibt jedoch trotz vieler Studien in hohem Mal3e umstritten
[12; 31; 32; 103]. Haberbosch et al. [56] konnten bei der Untersuchung von
Immunglobulintiter gegen  verschiedene  Chlamydienantigene  keinen
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statistischen Zusammenhang zwischen Chlamydieninfektion und koronarer
Herzkrankheit beobachten [65]. Darlber hinaus wird diskutiert, ob der
Chlamydienantikorpertiter aufgrund der speziellen Pathogenese der
Chlamydien als intrazellulare Bakterien in jedem Fall auf eine bestehende oder
abgelaufene Infektion hinweist [31].

Es stehen allerdings auch andere bakterielle oder virale Infekte im Verdacht, bei
der Atheroskleroseentstehung mitzuwirken. Besonders haufig wird das
Herpesvirus als Verursacher diskutiert [77; 117; 130]. Trotz ebenfalls 6fters
beschriebener Assoziation von Antikdrpertiter und Atherosklerose [77] konnte
Khairy [70] keine dosisabhéngigen Trends zwischen Serumantikorpertiter und
Endothelfunktionsstérungen bei jungen Mannern feststellen. Die Kausalkette
bleibt bei der Herpesvirusinfektion und der Chlamydieninfektion ungeklart.
Besonders die initial hervorgerufenen Stérungen der Endothelzellfunktion durch
die Mikroorganismen sind umstritten. Die sehr kontrare Datenlage konnte mit
der wahrscheinlichen BeeinflulBung und Unterhaltung der KHK durch mikrobielle
Infektionen im fortgeschrittenen Stadium zu erklaren sein [70]. Wahrscheinlich
nehmen Mikroorganismen eher eine begleitende und keine kausale Rolle bei
der Atherosklerose ein [80]. Herpesviren konnten durch vermehrte
Adhésionsmolekilbildung die Entziindung férdern und unterhalten [130].

Die Hypothese der durch Mimikry verursachten Infektion sowie deren
Auswirkungen auf die Atherosklerose sind ebenfalls noch nicht eindeutig
bewiesen [36]. Sicher ist jedoch, dal® inflammatorische Prozesse in der
Atherogenese eine Rolle spielen [9; 84; 84; 102].

1.2 Fcy- Rezeptoren

Fcy - Rezeptoren gehdren zur Immunglobulin Superfamilie [125]. Es gibt die
drei Hauptklassen FcyRI, FcyRIl und FcyRIIl [126]. Sie binden den Fc - Teil von
Immunglobulinen und nehmen so eine Schlusselstellung bei der Vermittlung
zwischen humoraler und zellularer Immunantwort ein [125]. Durch die Bindung
an Fc - Rezeptoren konnen extrazellulare Pathogene durch Phagozyten
aufgenommen und zerstort werden. Zusatzlich wirken sie bei der Aktivierung

von naturlichen Killerzellen mit [64].
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FcyRI bindet monomeres Immunglobulin G, FcyRIl und FcyRIII kénnen nur mit
Immunkomplexen reagieren [126]. Sie sind aus verschiedenen Untereinheiten
aufgebaut. Die Erkennung der Immunglobuline wird Uber die a-Kette des
Rezeptors vermittelt. Die a-Kette Ubernimmt beim FcyRlla auch die
NachrichtenUbertragung, die bei allen anderen Rezeptoren Uber die y-Kette

vermittelt wird.

1.2.1  FcYyRezeptor Ila

Der FcyRezeptor lla (FcyRlla) ist ein Rezeptor fur den Fc-Teil von aggregiertem
Immunglobulin G [125]. Er gehort neben FcyRIIb, FcyRIlla und FcyRIlb
aufgrund seiner Bindungsfahigkeit zu den sogenannten Low-affinity Fc -
Rezeptoren [125]. Diese werden so genannt, weil monomeres IgG mit geringer
Affinitdt gebunden wird. Im Gegensatz dazu werden IgG-Immunkomplexe mit
hoher Affinitat gebunden [90]. Neben anderen aggregiert FcyRlla mit
Immunkomplexen aus oxidiertem Low-density-Lipoprotein und IgG [83].
Zusatzlich ist FcyRlla der Hauptrezeptor fur das C-reaktive Protein (CRP) [139],
dem Prototyp der Akute-Phasenproteine [10]. Die Bedeutung des FcyRlla
besteht zudem darin, die Aktivierung anderer FcyR-Klassen zu modulieren, wie
z.B. FcyRIIl auf polymorphkernigen Neutrophilen [134]. Dabei stellt FcyRlla den
primaren Signalvermittler fur FcyRIllb dar. Durch FcyRlla kbnnen aggregierte

FcyRIlIb- Molekiile polymorphkernige Neutrophile aktivieren [27].
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A isoform

COOH

Abbildung 1: Form des Fc yRezeptors lla (Abbildung aus [6])

Schematische Darstellung des humanen FcyRezeptor lla. Der Fc Rezeptor besitzt zwei extrazellular
liegende Immunglobulin-&hnliche Doméanen und intrazellulare Anteile

FcyRIl wird von drei Genen fur die jeweiligen Isoformen A, B und C auf dem
Chromosom 1g23-24 kodiert [6; 91]. Auf diesem Chromosom befinden sich
aullerdem, in direkter raumlicher Nahe, die Genorte der anderen Low-affinity-
Rezeptoren und ebenso die Genorte fur Interleukin-6, CRP und die Blutgruppe
Duffy [73; 89; 114; 133; 137]. FcyRlla besteht aus einem transmembranaren
Molekil mit mehreren Polypeptidketten. Der extrazellulare Anteil besitzt zwei
C2 Immunglobulinbindungsstellen, die, aufgrund ihrer zu den Immunglobulinen
homologen Struktur, Immunglobulin-ahnliche Domé&nen genannt werden. Dieser
Anteil ist mit Untereinheiten verbunden, die ins Zellinnere reichen. Dort befinden
sich als ITAM (immunoreceptor tyrosine activation motif) bezeichnete Motive,
die, in phosphorylierter Form, Bindungsstellen fur Signalproteine der
Phagozytose sind. FcyRlla besitzt ein von anderen Fc-Rezeptoren
unterschiedliches ITAM [62], das als eine Ursache fur die unterschiedlichen
Signalwege bei der Phagozytose gewertet wird [62].

FcyRlla, auch CD32 genannt, wird auf Monozyten, Granulozyten, Makrophagen
und B-Zellen exprimiert. Er ist ebenfalls auf Thrombozyten vorhanden und stellt
dort den einzigen Rezeptor fur IgG dar [61]. Neben den Zellen der
hamatopoetischen Reihe ist der Rezeptor auch auf Endothelzellen und glatten
Muskelzellen vorhanden [96; 126].



18

1.2.1.1 Rolle des FcyRezeptors IIa in der Atherosklerose

Verschiedene Arbeiten zum Thema FcyRIla und Atherosklerose wurden
veroffentlicht [22; 90; 94]. Bei Patienten mit schwerer Atherosklerose wurde
eine erniedrigte FcyRlla-Expression auf peripheren Blutzellen gefunden [90].
AulR3erdem zeigte sich eine Korrelation zwischen HDL-Cholesterin und der
Dichte der FcyRlla - Rezeptoren auf Monozyten [90]. FcyRlla konnte in
atherosklerotischen Plaques sowohl ortlich gehauft, als auch diffus verteilt
nachgewiesen werden [94]. Bei der Untersuchung der FcyRIla-Expression auf
Thrombozyten  wurden  Hinweise fur ein erhdohtes Risiko von
atherothrombotischen  Ereignissen  gefunden [22]. Ein  signifikanter
Zusammenhang zwischen  Erhohung der Rezeptorexpression  und
Myokardinfarkt konnte bisher nur bei Patienten mit Diabetes mellitus beobachtet
werden [23].

1.2.1.2 HR"™' - Polymorphismus am FcyRezeptor I1a

Der HR™! - Polymorphismus ist durch einen Basenaustausch an der
Basenposition 507 (X121Y) entstanden [135]. In Abhangigkeit von den Basen
Adenin oder Guanin werden zwei unterschiedliche Aminoséauren an der
Aminosaure-Position 131 eingebaut: Histidin (H) bei Vorliegen der Base Adenin
oder Arginin (R) bei Vorhandensein der Base Guanin. Dadurch resultieren drei
verschiedene Phanotypen (HH™ HR™ und RR™), von denen nur die
HH3!Isoform I1gG, — Molekiile effektiv binden kann. Bei Patienten mit dem
Genotypen HH'' werden erniedrigte 1gG, (Immunglobulin G,) Spiegel
gefunden. Dies wird auf einen erhéhten Turnover der Immunglobuline
zurtickgefuhrt. 1gG; ist besonders bei der Bakterienabwehr von Bedeutung [42].
Im Gegensatz zur effektiven IgG, — Bindung binden Monozyten des Genotyps
HH'3! das C-reaktive Protein (CRP) schlechter als Monozyten mit dem Genotyp
RR'3! [105; 119]. Die Blutkonzentration des CRP ist mit der Pathogenese der
Atherosklerose verknupft [67; 98; 101; 123]. Es zeigte sich eine signifikante
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Korrelation zwischen erhéhter CRP - Blutkonzentration und dem Schweregrad
von atherosklerotischen Erkrankungen [71; 81; 139].

Zusatzlich hat die vermehrte Bindung von CRP negative Auswirkungen auf die
Bindungsfahigkeit  von Immunkomplexen. Unter inflammatorischen
Bedingungen wird jedoch die CRP-Bindung aller Rezeptorenphéanotypen
hochreguliert [119].

Entgegen der besseren Bindungsfahigkeit des HH! Genotypen fiir
aggregiertes 1gG im Vergleich zum RR*®' Genotypen beim Menschen wird er
.low responder” genannt, da der Polymorphismus bei Mausen entdeckt wurde
und der Typ HH'®*' Maus-IgG schlecht bindet [28; 87; 88; 121; 135].

FcyRIIa (CD32)

IIa-R131 IIa-H131

n—in

NEI T
EL~ {00

ITAM|
Binding hIgGl: ++ ++
higG2: - +
hIgG3: ++ 4t
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Polymorph Ismus am

FcyRezeptor lla und seiner Bedeutung (Abbildung aus [93  ])
Schematische Darstellung des humanen FcyRezeptor lla H/R™' Polymorphismus. Es gibt zwei
verschiedene allotypische Formen, die sich durch Arginin (R131) oder Histidin (H131) an der
Aminoposition 131 auszeichnen. Der transmembrandre Rezeptor enthalt zwei extrazellulare
Immunglobulin-&hnliche Doméanen und intrazellulare Anteile mit als ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif) bezeichneten Motiven. Die verschiedenen Allotypen interagieren unterschiedlich mit
Immungloulinen, wie in der enthaltenen Tabelle aufgefihrt.

1.2.1.3 Relevanz des FcyRezeptors Ila HR"' - Polymorphismus

In verschiedenen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen dem
Polymorphismus am FcyRezeptor lla und infektiosen bzw.
autoimmunologischen Erkankungen untersucht. Trager des FcyRlla HH™! -

Genotyp haben einen signifikanten Vorteil bei der Bekdmpfung von Infektionen
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[18; 40]. Im Rahmen von autoimmunologischen Erkrankungen zeigte sich bei
FcyRlla RR™! — Tragern mit systemischem Lupus erythromathodes (SLE) eine
erhohte Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung einer Nephritis [35; 76; 107]. Bei
der idiopathischen thrombozytopenischen Purpura (ITP) zeigte Williams et al.
[140], daR der FcyRlla HH™! — Genotyp ein protektiver Faktor bei der ITP zu
sein scheint. Im Gegensatz dazu konnte diese Vermutung bei einer
Metaanalyse von Lehrnbecher et al. [76] nicht gestitzt werden. Ergadnzend zu
den bereits beschriebenen Erkrankungen befasst sich eine Vielzahl von Studien
mit einem moglichen Zusammenhang zwischen dem FcyRIla HR! -

Polymorphismus und der Heparin induzierten Thrombozytopenie [76].

1.2.1.4 Bedeutung des FcyRezeptors IIa HR" - Polymorphismus bei

der Heparin induzierten Thrombozytopenie

Eine geflrchtete Komplikation der Heparintherapie ist die Heparin induzierte
Thrombozytopenie (HIT) Typ II, die durch thromboembolische Komplikationen
charakterisiert ist [38; 59]. Durch Heparin/Plattchenfaktor 4/HIT-Antikoérper-
Immunkomplexe kommt es durch Vermittlung des FcyRlla zur
Plattchenaktivierung und Gerinnung. Bei Patienten mit dem Genotypen RR™*
ist durch die mangelnde Funktion des Fc-Rezeptors die
Immunkomplexclearance herabgesetzt.

Durch die langere Verweildauer der Komplexe im Blutkreislauf ist der Titer und
damit die Wahrscheinlichkeit héher, dal? es zu einer Gerinnung und dadurch zu

einer Thrombose kommt [24].

1.3 Fragestellung

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Polymorphismus am FcyRezeptor lla und der koronaren
Herzkrankheit bzw. deren Komplikation, dem Herzinfarkt besteht. Im einzelnen
sollten die Fragen beantwortet werden, wie die Genverteilung in einem Kollektiv
von Herzgesunden, Koronarkranken und Herzinfarktpatienten war und ob es

einen Unterschied in der Genverteilung zwischen dem Kollektiv der
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Koronarkranken und Herzinfarktpatienten im Vergleich zum gesunden
Kontrollkollektiv gab. Bei einem Unterschied in der Genverteilung sollte
klargestellt werden, ob eines der beiden Allele einen protektiven Faktor oder
einen Risikoindikator der Atherosklerose und des Herzinfarktes als deren

Komplikation darstellte.
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2 Material und Methoden

2.1 Technische Hilfsmittel

211 Gerite

Autoklav, Melag GmbH,Berlin
Behring-Nephelometer, Behring AG, Marburg
BM/Hitachi System 171, Boehringer, Mannheim
DNA-Sequenzer, ABI PRISM 310 Genetic Analyser,
Perkin Elmer, Foster City, CA
Feinwaage, Mettler-Toledo, Giel3en
Gelkammer, von Kreutz Laborgerate, Reiskirchen
Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer
Grobwaage, Artoris, Goéttingen
Mikrowelle, Bosch, Miinchen
pH-Meter CG 840, Schott, Hofheim Taunus
Pipette 0,5-10 pl (Gilson), Abimed, Langenfeld
Pipette 10-100 pl (Gilson), Abimed, Langenfeld
Pipette 100-1000 pl (Gilson), Abimed, Langenfeld
PCR-Express, Hybaid
Thermocycler (Crocodile), Appligene, Heidelberg
Thermocycler Gene Amp PCR System 2400
Ultraviolett Transluminator, International Biotechnologies,
Inc. New Haven, Conn., USA
Vortex-Schiuttler IKA-VIBRO-FIX VF2, IKA, Staufen

Zentrifuge (Biofuge 13), Heraeus, Osterode

2.1.2 Kleinmaterial

Mikroreaktionsgefal3e; (Ultra-Tubes), 0,65 ml, silikonisiert, Roth, Karlsruhe
Mikroreaktionsgefal3e; (Ultra-Tubes), 1,7 ml, silikonisiert, Roth, Karlsruhe
Parafilm, American Can, Greenwich, USA

Pipettenspitzen, weil3, Sarstedt, NUmbrecht
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Pipettenspitzen, gelb, Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen, blau, Sarstedt, Niumbrecht

Robbins Strip-Ease-8, 0,2 ml PCR-Tubes, Robbins Scientific Corporation, USA
Robbins PCR-Tube-Caps, Robbins Scientific Corporation, USA

Safe Seal Microcentrifuge Tubes 1,7 ml Sorenson BioScience, Inc. Salt Lake
City, Utah, USA

2.1.3 Reagenzien

AmpliTaq Gold, Perkin Elmer, Foster City, CA
Apolipoprotein-Kontroll-Serum CHD (human), Behringwerke AG, Marburg
Aqua dest., Braun, Melsungen
100 bp DNA Ladder, BioLabs
Testkit zur Cholesterin-Bestimmung, Boehringer GmbH, Mannheim
CREA Testkit fur Kreatinin, Boehringer, Mannheim
CRP Testkit, Roche
DNA Sequencing Kit Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction; Perkin Elmer
GLU Testkit fur Glucose, Roche
Lysis-Puffer K:

Gelatine; Merck, Darmstadt

KCI; Merck, Darmstadt

MgCl,; Merck, Darmstadt

Tris-HCI; USB, Homburg

Tween 20; Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
N Antiserum gegen Human-Apolipoprotein A, Behringwerke AG, Marburg
N Antiserum gegen Human-Apolipoprotein B, Behringwerke AG, Marburg
N Apolipoprotein-Standard-Serum (human), Behringwerke AG, Marburg
N Latex Lp(a) Reagenz, Behringwerke AG, Marburg
N Lp(a) Kontrolle/Standard SY (human), Behringwerke AG, Marburg
PIPES-Puffer, Behringwerke AG, Marburg
STA Fibrinogen-Test-Kit, Diagnostica Stago, Roche
TAE-Puffer:

EDTA , Merck, Darmstadt

Tris-Acetat, USB, Bad Homburg
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TE-Puffer:

EDTA, Merck, Darmstadt

Tris-HCI, USB, Bad Homburg
Triglycerid-Reaktionsgemisch, Boehringer GmbH, Mannheim
Ultrapure dNTP Set, Amersham Pharmacia Biotech Inc, NY, USA
Primer: MWG-Biotech AG, Ebersberg



25

2.2 Methode

2.2.1 Studienpopulation

Die Studienpopulation setzte sich aus einem Kontroll- und einem Fallkollektiv
zusammen. Es wurden insgesamt 3077 Probanden untersucht. Das

Kontrollkollektiv machte 535 Probanden, das Fallkollektiv 2542 Patienten aus.

2.2.1.1 Kontrollkollektiv

Der Nachweis einer potentiellen Assoziation des FcyRlla — Polymorphismus mit
der ischamischen Herzerkrankung war nur durch einen Vergleich mit einem
unabhangigen Kontrollkollektiv méglich. Die Voraussetzung fir die Aufnahme in
das Kontrollkollektiv war, daf} die Probanden anamnestisch keinerlei Herz- oder
GefalRerkrankungen hatten und mit der Teilnahme an der Studie einverstanden
waren. Die individuellen Herzkreislauferkrankungen wurden mit Hilfe des
Fragebogens von Rose begutachtet [99] (siehe 6.3.1). Dieser Fragebogen ist
ein Mittel zur Objektivierung der Diagnose der ischamischen Herzkrankheit, der
eine hohe Spezifitat (68%) und gute Sensitivitat (66%) aufweist [99]. Es stellten
sich Probanden aus dem Grol3raum Giel3en zur Verfigung. Dieses
Kontrollkollektiv bestand aus 510 Patienten, bei denen grundlegende Klinische
Parameter abgefragt und die KHK-relevanten Risikofaktoren gemessen wurden.
Die Anamnese wurde in beiden Kollektiven nach einem im Prinzip gleichen

Fragebogen erhoben.

2.2.1.2 Fallkollektiv

Das Fallkollektiv bestand aus 2542 mannlichen Patienten der Klinik fur Herz-
und Gefal3chirurgie der Justus-Liebig-Universitat GieRen und der Kerkhoffklinik
in Bad Nauheim. Es nahmen nur Patienten an der Studie teil, die dazu ihr
Einverstandnis gegeben hatten. Bei allen Patienten wurde zur Diagnosestellung
der koronaren Herzkrankheit eine Koronarangiographie nach Judkins
durchgefiihrt. Dabei wurden nach Seldinger-Technik Uber die A. femoralis

dextra drei Katheter zur Ventrikulographie und zur Sondierung der beiden
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Koronarien eingefuhrt. Durch Kontrastmittelinjektion und gleichzeitige
Rontgenfilmaufnahmen mit einer Gammakamera konnten sowohl die
Ventrikelaktionen als auch die Arterienverhaltnisse beurteilt werden. Die
GefalRe wurden gemal der Anatomie in 3 Hauptarterien unterteilt. Es handelte
sich dabei um die A.coronaria dextra, den Ramus interventricularis und den
Ramus circumflexus der A.coronaris sinistra. Je nach Anzahl der befallenen
Arterien wurde die Koronare Herzerkrankung in 0-, 1-, 2- oder 3-
GefalRerkrankung unterteilt. Eine Stenose uber 50% wurde als Erkrankung
angesehen.

Ein genauerer Grad der koronaren Erkrankung wurde anhand des Gensini
Scores bestimmt [49]. Bei dieser Einteilung wurde nicht nur, wie Klinisch blich,
die Einteilung in 0-, 1-, 2- und 3-Gefallerkrankung vorgenommen, sondern
zusatzlich noch der Grad der Stenose sowie die genauere Lokalisation und
somit die klinische Relevanz bericksichtigt.

Bei der Berechnung des Scores wurde der Grad der Stenose, der die Werte 1
bis 32 annehmen konnte (Tabelle 1) , mit dem Faktor 0,5; 1; 2,5 oder 5 (Tabelle
1), der sich nach der Lokalisation der Stenose und somit nach der Bedeutung

fur die vitale Funktion des Herzens richtete, multipliziert.

Tabelle 1: Berechnung des Gensini Scores

Score Grad der Stenose
1 25%
2 50%
4 75%
8 90%
16 99%
32 100%

Multiplikationsfaktor Lokalisation
5 LCA
2,5 LAD
1 RCX
RCA
0,5 weitere Aste

Abkirzungen: LCA: A. coronaria sinistra; LAD: Ramus interventricularis der A. coronaria sinistra; RCX:
Ramus circumflexus der A. coronaria sinistra; RCA: A. coronaria dextra
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Die Diagnosen akuter Myokardinfarkt und Angina pectoris wurden nach den
Kriterien der World Health Organisation gestellt. Zusatzlich wurden die
wichtigsten Risikofaktoren fiir eine koronare Herzkrankheit anamnestisch und
laborchemisch erhoben. Durch Anamnese wurden Lebensalter, Nikotinabusus
in ,Pack-Years” (ein ,Pack-Year" entspricht 20 Zigaretten pro Tag Uber ein Jahr)
und familidre Disposition zu Herz-Kreislauf-Erkrankungen festgestellt. Ebenfalls
wurde nach Bluthochdruck und Diabetes mellitus gefragt. Eine arterielle
Hypertension lag vor, wenn der Patient medikamentds behandelt wurde oder
ein diastolischer Wert dber 95 mm Hg jeweils bei zwei unterschiedlichen
Messungen vorlag. Der Body-Mass-Index (BMI) wurde durch die anamnestisch
erhobenen Werte von Korpergewicht und Korpergrof3e errechnet (BMI = kg
Korpergewicht pro m Korpergrof3e?). Zu den im Zentrallabor des Institutes fur
klinische Chemie und Pathobiochemie durchgeflihrten Laboruntersuchungen
gehorten Glucose, Harnsaure, Kreatinin, Gesamtcholesterin, Triglyceride,
Lipoprotein (a) (Lp(a)), Apolipoprotein Al (Apo Al) und Apolipoprotein B (Apo B),
C-reaktives Protein, Fibrinogen, Quick-Test, aPTT und TZ als
Gerinnungsparameter und ein Blutbild. Die Krankenanamnese umfaldte die
Dauer der Erkrankung, deren Verlauf, die Medikation und die bisher
vorgenommenen therapeutischen Interventionen. Verifiziert wurden diese

Angaben durch Befunde aus den Patientenakten.

2.2.1.3 Definition von Niedrig- und Hochrisikountergruppen

Die Mittelwerte und die Mediane der koronaren Risikofaktoren (Alter, Apo Al,
Apo B, Apo Al/B Ratio, Lp(a), Fibrinogen und Nikotinabusus) wurden fur die
Unterteilung in Niedrig- und Hochrisikountergruppen verwendet. Bluthochdruck
und Diabetes mellitus wurden als dichotome Variablen ohne weitere
Subklassifizierung erfasst. Die Gruppen wurden Uber die Abwesenheit bzw. das

Vorhandensein dieser Risikofaktoren definiert.

2.2.2  Untersuchungen

Die durchgefuhrten klinisch-chemischen Methoden der durchgeflhrten

Untersuchungen werden im Folgenden naher erlautert.
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2.2.2.1 Gesamtcholesterin

Die Gesamtcholesterinkonzentration wurde im Serum am klinisch-chemischen
Probenanalysator Hitachi 717 der Firma Boehringer gemessen.

3 pl Serum wurden mit 250 ul Cholesterinreagenz (PIPES-Puffer: 75 mmol/l, pH
6,8; Mg®: 10 mmol/l; Natriumcholat: 0,2 mmol/l; 4-Aminophenazon =
0,15 mmol/l; Phenol = 4,2 mmol/l; Fettalkoholpolyglycolaether 1 %; Cholesterin-
Esterase > 0,5 U/ml; Cholesterin-Oxidase = 0,15 U/ml; Peroxidase = 0,25 U/ml)
vermischt. Das Prinzip der Reaktion beruht darauf, daf3 die in der Probe
vorhandenen Cholesterinester durch eine Cholesterinesterase hydrolysiert
werden. Das entstandene Cholesterin wird durch eine spezifische Oxidase zu
A*—Cholestenon umgewandelt. Das dabei entstandene Wasserstoffperoxid
ergibt mit Phenol und 4- Aminophenazon unter der katalytischen Wirkung von
Peroxidase einen Farbstoff der photometrisch bei einer Wellenlange von
700 nm und einer Temperatur von 37C gemessen werden kann und der

Konzentration von Cholesterin direkt proportional ist.

Cholesterinester + H,O —Cholesterinesterase__ hglasterin + RCOOH
Cholesterin + O, —Cholesterinoxidase__, A% _cpglestenon + H,0»

Peroxidase

2 H,0; + 4- Aminophenazon + Phenol — —> 4-(p-Benzochinon-

monoimino)-phenazon + 4 H,O

2.2.2.2 Triglyceride

Die Konzentration der Triglyceride wurde am Hitachi 717 (Boehringer)
gemessen. Es wurde ein Probenvolumen von 3 pl mit 300 pl Reagenz (Tris-
Puffer: 150 mmol/l pH 7,6; Magnesiumsulfat: 17,5 mmol/l; EDTA: Dinatriumsalz:
10 mmoll/l, 4-Chlorphenol: 3,5 mmol/l; Natriumchlorat: 0,15 %;
Kaliumhexaferrat (I1): 6 pmol/l; Fettalkoholpolyglykolather: 0,12 %; ATP =
0,5 mmol/l; 4-Aminophenazon: 0,35 mmol/l; Lipase > 3U/ml;
Glycerinphosphatoxidase > 2,5 U/ml; Glycerokinase = 0,2 U/ml; Peroxidase =
0,15 U/ml) vermischt. Bei der Spaltung der Triglyceride durch Lipase und
Esterase entstand Glycerin. Bei der Phosphorylierung des Glycerins mit ATP

entstand mit Hilfe der Glycerokinase ADP und Glycerin-3-phospat. Glycerin-3-
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phospat wurde durch die Glycerinphosphatoxidase zu Dihydroacetonphosphat
oxidiert. Das entstandene Wasserstoffperoxid oxidierte wiederum 4-
Aminophenazon und 4-Chlophenol. Es entstand 4-(p-Benzochinon-monoimino)-

phenazon, das photometrisch bei 700 nm bestimmt werden konnte.

Triglyzeride + 3 H,0 —"P**_; Glycerin + RCOOH
Glycerin + ATP —GWeerokinase__, 1y cerin-3-phosphat + ADP

___Glycerinphospatoxidase

Glycerin-3-phosphat + O, —> Dihydroxyacetonphosphat +

H.0,

Peroxidase

H,0, + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol — —> 4- (p-Benzochinon-

monoimino)-phenazon + 2 H,O + HCI

2.2.2.3 Apolipoprotein Al und Apolipoprotein B

Das Reaktionsprinzip der quantitativen Messung der Apolipoproteine Al (Apo
Al) und B (Apo B) beruht auf einer immunchemischen Reaktion mit spezifischen
Antikorpern, bei der Immunkomplexe gebildet werden, an denen eingestrahltes
Licht gestreut wird. Die Intensitat des Streulichtes ist abhangig von der
Konzentration des jeweiligen Apoproteins der Probe. Die Auswertung erfolgt
durch den Vergleich mit einem Standard in bekannter Konzentration. Aus
patentrechtlichen Griinden konnen die Konzentrationen der Reaktionspartner

zur Bestimmung des Apo Al und des Apo B nicht angegeben werden.

2.2.2.4 C-reaktives Protein

Die Konzentration des CRPs wurde mit Hilfe eines immunologischen
Tribungstestes bestimmt. CRP und spezifische Antikrper wurden
zusammengegeben. Die verwendeten Puffer bestanden aus TRIS / HCL-Puffer:
100 mmol/l, pH 7,5; Natriumchlorid: 300 mmol/l; Polyethylenglycol 2,0 % und
Konservierungsmittel. Das Reaktionsreagenz enthielt Anti-Human-CRP-
Antikorper der Ziege in unterschiedlichen Titerstufen sowie Puffer. Der
entstandene Antigen-Antikdrperkomplex wurde durch eine turbidimetrische

Messung quantitativ bestimmt.
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2.2.2.5 Glucose

Die Glucosekonzentration wurde mittels enzymatischer Hilfs- und
Indikatorreaktion photometrisch gemessen. Glucose wurde durch Hexokinase
unter Hinzugabe von ATP zu Glucose-6- Phosphat phosphoryliert. Glucose-6-
phosphat und NADP* wurden durch Glucose-6-phosphat Dehydrogenase zu
Gluconat-6-Phosphat und NADPH + H® umgewandelt. Die Menge an
entstandenem NADPH war proportional der Glucosekonzentration und konnte
photometrisch bestimmt werden. Die verwendeten Reagenzien R1 (TRIS-
Puffer. 100 mmol/l, pH 7,8; Mgz+: 4 mmol/l; ATP= 1,7 mmol/l; NADP >
1,0 mmol/l; Konservierungsmittel) und R2 ( HEPES-Puffer: 30 mmol/l. pH 7,0;
Mg?*: 4 mmol/l; HK = 8,3 U/ml (aus Hefe); G-6-PDH = 15 U/ml (aus E.coli);
Konservierungsmittel) wurden zu der Probe gegeben und dadurch die Reaktion

gestartet.

Glucose + ATP —Hexkinase__, G cose-6-Phosphat + ADP

Glucose-6-phospat-Dehydrogenase

Glucose-6-phosphat — —> Gluconat-6-Phospat +

NADH+H"

2.2.2.6 Lipoprotein(a)

Das Prinzip der quantitativen Bestimmung von Lipoprotein(a) (Lp(a)) im Serum
mittels Behring-Nephelometer beruht auf der Agglutination von Lipoprotein(a)-
haltigen Proben bei Mischungen mit AntikGrpern gegen Lipoprotein(a)
beladenen Polystyrolpartikeln. Der Referenzbereich liegt bei <300 mg/l. Aus
patentrechtlichen Griinden konnen die Konzentrationen der Reaktionspartner

nicht angegeben werden.

2.2.2.7 Kreatinin

Bei der Bestimmung des Kreatinins handelte es sich um einen enzymatischen
Farbtest, der mit dem Hitachi 717 der Firma Boehringer durchgefuhrt wurde.
Kreatinin wird durch die Kreatininkinase zu Kreatin umgewandelt. Kreatin wird

durch die Kreatinase zu Sarcosin und Harnstoff katalysiert. Sarcosin wird durch
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die Sarcosinoxidase zu Glycerin, HCHO und Wasserstoffperoxid umgewandelt.
Das Wasserstoffperoxid oxidiert einen Farbstoff. Der entstandene
Farbumschlag ist proportional zur Kreatininkonzentration. Die gebrauchsfertigen
Losungen hatten  folgende Konzentrationen: R1 bestand  aus
Kaliumphosphatpuffer: 100 mmol/l, pH 7,9; 2,4,6-Tribrom-3-
hydroxybenzoesaure: 8,6 mmol/l; Detergenz: 0,3 %; 4-Aminophenazon:
0,8 mmol/l; Creatinase = 20 U/ml; Sarcosinoxidase = 12 U/ml; Peroxidase =
1 U/ml. R2 enthielt Kaliumphosphatpuffer: 20 mmol/l, pH 7,9; Detergenz 0,3 %;
Creatinase = 164 U/ml.

Kreatinkinase_) Kreatin

Kreatinin + H,O —
Kreatin + H,0O —X™"3e__, Sarcosin + Harnstoff

Sarcosin + H,0 + O, —Sacosinoxidase__, Gjycarin + HCHO + H,0,

H,0, + TBHB* + 4-Aminophenazon —"®"¥94s¢__, Chinonimin-Farbstoff+

2 H,O + HBr

2.2.2.8 Fibrinogen

Die Bestimmung des Fibrinogengehaltes wurde nach der Methode nach Clauss
[29] durchgefuhrt und Reagenzien der Firma Roche verwendet. Die Probe
wurde mit einer hochkonzentrierten Human-Thrombin Lésung gemischt. Die
Methode ist durch die hohe Thrombinkonzentration unabhangig von dem im
Plasma befindlichen Thrombin und Antithrombin. Die Geschwindigkeit der
Thrombin-Fibrinogen-Reaktion ist damit direkt von der Fibrinogenkonzentration

abhangig.

2.2.2.9 Isolierung der Desoxyribonukleinsidure aus Vollblut

Zur Isolierung der DNA wurde mit EDTA antikoaguliertes, im Kuhlschrank
gekuhltes Vollblut verwendet, das nicht alter als drei Tage war. Es wurden
100 pl EDTA-Blut mit 500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) in
einen Eppendorf-Cup pipettiert und gut gerittelt. Danach wurde die Probe

10 sec bei 13000 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abpipettiert. Das
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Pellet wurde mit 500 pl TE-Puffer resuspendiert und erneut gerittelt. Es folgte
eine erneute Zentrifugation mit Entfernen des Uberstandes und Resuspension
des Pellets in diesmal 100 ul Lysis-Puffer K (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,01 % Gelatine, 0,5 % Tween 20). Anschlie3end wurde
10 pl Proteinase K (10 mg/ml) hinzugefigt und die Proben jeweils leicht
anzentrifugiert. Der Abbau der Proteine erfolgte wéhrend einer 45 mindtigen
Inkubation bei 56°C mit anschlie3ender Inaktivierung der Proteinase K bei 96T
fur 10 min in einem Thermocycler. Die Proben wurden schliel3lich nach einer

kurzen Zentrifugation bei —20C eingefroren [63].

2.2.2.10 Polymerasekettenreaktion

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine der am
haufigsten verwendeten Standardmethoden in der Molekularbiologie, die das
erste Mal 1984 von Kary Mullis veroéffentlicht wurde [116]. Dabei wird aus dem
DNA-Doppelstrang eine bestimmte Sequenz amplifiziert, wobei nur geringste
Mengen der Ausgangs-DNA benétigt werden. Das Prinzip dieser Methode
beruht darauf, dal3 eine DNA-Sequenz durch eine hitzestabile DNA-Polymerase
und Desoxynukleotide vermehrt wird. Jeder Reaktionszyklus erfordert eine
spezielle Temperatur, um eine DNA-Vermehrung erreichen zu kénnen. Vor dem
ersten Zyklus wird die Probe auf 96<C gebracht, bei der die thermostabile Tag-
Polymerase aktiviert und die doppelstrangige DNA in ihre Einzelstrange zerlegt
wird. Bei jedem darauf folgenden Zyklus wird die Probe zuerst auf 95T erhitzt,
um eine Trennung der Doppelhelix zu erreichen. Die spezifisch zugesetzten
Oligonukleotide, die der Sequenz an den 5° Enden der beiden Einzelstrange
komplementédr sind, bendtigen zum Anheften eine Temperatur, die
Annealingtemperatur genannt wird und héher als die Schmelztemperatur Tp,
sein muss. Als Schmelztemperatur T, ist dabei diejenige Temperatur definiert,
bei der 50 % der DNA denaturiert ist. Die absolute Grof3e von Ty, ist von einer
Reihe von Faktoren abh&ngig. Ty, steigt mit dem Gehalt einer DNA an GC-
Paaren an, da diese drei Wasserstoffbricken ausbilden, wahrend AT-Paare
durch zwei Wasserstoffbricken verbunden sind. Auf3erdem ist T,, von der
Konzentration der lonen des Losungsmittels, der Natur des Losungsmittels und
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dem pH-Wert abhangig. Je hoher die Annealingtemperatur ist, um so
spezifischer wird die eigentliche Reaktion. Anschlieend wird der Zyklus mit
einer Temperatur von 72C beendet, bei der es zu einer Verlangerung und
Vervollstandigung von neuen Doppelstrangen kommt. Als Startpunkt der
Extension dient der angeheftete Primer. Die Reaktion wird von der Tag-
Polymerase katalysiert. Durch Wiederholung der Zyklen ergibt sich im Idealfall
eine exponentielle Zunahme der DNA-Molekile. Die Zyklen werden so oft
wiederholt, bis eine ausreichende Menge an PCR-Produkten amplifiziert
worden ist, um sie in der Gelelektrophorese darstellen zu kénnen. Die dabei
nachgewiesenen DNA-Stiucke unterscheiden sich bei den verschiedenen PCR-
Methoden in der Anzahl der Basenpaare, die durch die Distanz der 5° Enden
beider Primer bestimmt wird. Die einzelnen Temperaturen und Zeiten der drei
Schritte Denaturierung, Annealing und Extension werden individuell gewahlt,
sind jedoch vom Prinzip her bei jeder PCR gleich. Eine Sonderform der PCR ist
die sequenzspezifische PCR. Sie ist besonders gut geeignet zum Nachweis von
Polymorphismen, die durch einen Basenaustausch entstanden sind. Die
sequenzspezifische PCR bindet die Primer auf dem DNA-Stick, das die
nachzuweisende variante Base enthalt. Deshalb benétigt man fir jeden
Polymorphismus einen eigenen Primer. Kann der Primer an der DNA binden,
wird die Sequenz amplifiziert. Wird in der PCR die Sequenz amplifiziert, so
erscheint in der Gelelektrophorese eine spezifische Bande. Um unterscheiden
zu konnen, ob die DNA-Sequenz im Genom nicht vorhanden ist oder ob die
PCR-Durchfuhrung fehlerhaft war, wird immer eine interne Kontrolle mitgefihrt.

Dabei handelt es sich um eine Sequenz, die in jedem Genom vorhanden ist.

2.2.2.11 Spezifische Methode zum Nachweis des

FcyRezeptor ITa HR?' -Polymorphismus

2.22.11.1  Prinzip der Methode

Zum Nachweis des FcyRIla HR™! - Polymorphismus wurde eine Methode
verwendet, die 1998 von Brigitte Flesch aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.

Dr. Neppert veroffentlicht wurde [41]. Das Besondere der Methode ist, dal3 man
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unterschiedliche  Zyklen mit  verschiedenen  Annealingtemperaturen
hintereinander durchfiihrt. Die Denaturierung bei 95T und die Extension bei
72T sind in beiden Zyklenarten gleich, allerdings unterscheiden sich die
Annealingtemperaturen. Es wird in den zehn ersten Zyklen eine
Annealingtemperatur von 57C verwendet; dadurch entsteht eine sehr hohe
Spezifitit der Methode. In den 22 folgenden Zyklen wird eine
Annealingtemperatur von 54T verwendet. Bei dieser T emperatur wird die
Spezifitat zwar etwas erniedrigt, dafir erhdlt man eine sehr hohe Ausbeute.
Eine interne Kontrolle wird mit HGH1 (human growth hormone) und HGH2
durchgefihrt [7].

2.2.2.11.2  Durchfihrung der Methode

Es wurde jeweils ein Mastermix fur die in dem Untersuchungsdurchlauf zu
untersuchenden Proben hergestellt. Dazu wurde zuerst die Menge der
bendtigten Reagenzien ermittelt, indem die vorgegebenen Mengen mit der
Anzahl der Proben plus zwei Proben multipliziert wurden. Dann wurden die
Reagenzien der Reihe nach zusammenpipettiert, gut gemischt und in die
Reaktionsgefal3e pipettiert. Danach wurde die genomische DNA in die
jeweiligen Gefal3e hineingegeben und wieder gut gemischt. In ein Gefald wurde
zur Kontrolle der Reagenzien an Stelle der DNA Aqua dest. hineinpipettiert.
Anschlieend wurden alle Proben in den Cycler gesetzt und unter den

angegebenen Bedingungen amplifiziert.

Tabelle 2: Nukleotidsequenzen der Primer fur die PCR  -Reaktion

Kiel A 5- ATCCCAGAAATTCTCCAA-3
Kiel G 5- ATCCCAGAAATTCTCCCG-3’
Kiel 5- CAATTTTGCTGCTATGGGC-3
HGH | 5- CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3
HGH I 5- ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3

Abkurzungen: Kiel A, spezifischer Primer fur FcyRlla H°131; Kiel G, spezifischer Primer fur FcyRlla
R°131; Kiel, unspezifischer Primer fur Fc yRIla H/R°131; HDHI/HDH1I, Primer fur die PCR-Kont rolle
5": 5"Phosphatende; 3": 3"OH-Ende; A: Adenin; T: Thymin; C: Cytosin; G: Guanin;
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Tabelle 3: Reaktionsgemisch zur Amplifikation des Fc yRezeptors lla
H/R131 Polymorphismus

DNA 1,0 pl
H20 7,4 pl
Puffer 10x 2,5 ul
dNTP (1,25 mM each) 4,0 ul
Kiel (5 uM) 2,5 ul
Kiel A/G (5 uM) 2,5 ul
HGH | (1,6 uM) 2,5 pl
HGH Il (1,6 uM) 2,5 ul
Taq (5U/pl) 0,1 pl
Gesamt 25,0 ul

Reaktionsgemisch

Reaktionspartner: DNA : isolierte Desoxyribonukleinsdure aus der Patientenvollblutprobe; H.O: Aqua
destillata; Puffer 10x: Fertigpuffer aus Ultrapure dNTP Set; dNTP: aus dNTP Set; Kiel, Kiel A/G:
verwendete Primer fur den Polymorphismus-Nachweis; HGH I, HGH II: verwendete Primer fur die interne
Kontrolle; Tag: Enzym

Tabelle 4: Temperaturbedingungen der PCR

96<C 10 min
95<C 1 min
10x 57C 2 min
72C 1 min
95<C 1 min
22X 54C 2 min
72<C 1 min
72C 5 min

Spalte 1: Anzahl der Wiederholungen; Spalte 2: Temperaturbedingungen der Reaktion; Spalte 3: Dauer
eines Reaktionszyklus

2.2.2.12 Agarosegelelektrophorese

2.2.2.12.1  Prinzip der Methode

Die verschiedenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe einer
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht.

Agarose bildet als pflanzliches Polysaccharid im Gel netzahnliche Strukturen
aus, durch die die PCR-Produkte nach Anlegen der Spannung in Abhangigkeit
nach ihrer GroRe, Form der Molekile, der angelegten Spannung und
Eigenschaft des Tragers und aufgrund ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen Richtung Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit
ist direkt proportional der angelegten Spannung und der Ladung und umgekehrt

proportional dem Radius der Teilchen. Da unter den Versuchsbedingungen nur
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das Molekulargewicht unterschiedlich ist, kann mit Hilfe einer Basenpaarleiter
ihre MolekilgrofRe bestimmt werden. Die DNA-Fragmente werden mit Hilfe von
Ethidiumbromid dargestellt. Bei diesem Farbstoff handelt es sich um einen
intercalierenden Farbstoff, der sich zwischen die gestapelten Basen schiebt,

wodurch ihre Fluoreszenz im Vergleich zum freien Farbstoff intensiviert wird.

2.2.2.12.2  Durchfihrung der Methode

Zuerst wurde ein 1,5 % Agarosegel gegossen. Dazu wurde die Agarose mit
TBE-Puffer (10,8 g Tris, 5,5 g Borsaure, 4 ml EDTA 0,5M pH 8,0 ad 1000 ml
Aqua dest.) aufgekocht. Anschlielend wurden 16 pl Ethidiumbromid pro 100 ml
Gel hinzugefugt und die LOsung in einen Schlitten mit Kd&mmen geschuttet.
Dadurch entstanden sogenannte Slots, in welche die Proben nach der
Polymerisationszeit von mindestens 30 min und Abkthlung der Gele gefllt
werden. 10 ul PCR-Produkte wurden mit 2 pl Loadingbuffer (40 % Saccharose,
0,03 % Bromphenolblau und 0,05 M EDTA) vermischt. 1 yul Basenpaarleiter
wurde mit 9 pl Aqua dest. und ebenfalls 2 pl Loadingbuffer gemischt. Die
Basenpaarleiter (BPL) ermdglichte eine Grossenbestimmung der durch die
PCR amplifizierten DNA Produkte. Die BPL enthielt DNA Fragmente mit
unterschiedlicher Lange, so dal? das zu untersuchende PCR Produkt in der
Lange der Basenpaare abgeschatzt werden konnte. Die gemischten
Reagenzien wurden in die Slots hineinpipettiert.

Bei einer Spannung von 120 Volt wurden die Produkte Uber 45 min aufgetrennt.
Nach Abschlul3 des Laufes wurden die Amplifikate mit Hilfe einer UV-Lampe
sichtbar gemacht und mit einem Kamerasystem dokumentiert. Das Bild konnte
entweder auf einer Diskette abgespeichert oder mit einem

Thermotransferdrucker ausgedruckt werden.

2.2.2.13 Sequenzierung

2.2.2.13.1  Prinzip der Methode

Um die Genotypisierung mittels PCR zu tberprufen, wurde zusatzlich fur einen
Teil der Probe eine Sequenzierung durchgefuhrt. Hierzu wurde jeweils die
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amplifizierte DNA verwendet, deren Genotyp mit der beschriebenen Methode
bestimmt worden war. Die Prinzipien von PCR und Sequenzierung sind &hnlich.
Bei der Sequenzierung wird anstelle einer exponentiellen Vermehrung eine

lineare Vermehrung erreicht.

2.2.2.13.2  Durchfihrung der Methode

Zur Herstellung eines PCR-Produktes wurde der erste Schritt der von
L.Carlsson veroffentlichten Nested—PCR verwendet [24]. Dabei wurden 10 pl
DNA, 55 pl H,O, 10 ul 10x Puffer, 20 ul dNTP, 2 ul der Primer und 1 pl Taq
gemischt und 10 Minuten (min) bei 96C, 5 min bei 95° C, 5 min bei 55C, 5 min
bei 72°C amplifiziert. Es folgten 35 Zyklen mit 3 Schr itten. Es wurde jeweils eine
Minute bei 95T, 55C und 72T erhitzt. Es folgten 1 0 min bei 72<C.

Tabelle 5: Nukleotidsequenzen der Primer fur die Seq  uenzierungsreaktion

P63 |5- CAAGCC TCT GGT CAAGGT C -3

P52 |5- GAA GAG CTG CCC ATG CTG -3
AbkiUrzungen: P63: Vorwartsprimer; P52: Rickwartsprimer 5: 5 Phosphatende; 3": 3'OH-Ende; A:
Adenin; T: Thymin; C: Cytosin; G: Guanin;

Tabelle 6: Reaktionsgemisch zur Amplifikation des Fc ~ yRlla H/R131

Polymorphismus fir die Sequenzieru ng

DNA 10 pl
Aqua dest. 55 pl
Puffer 10x 10 pl
dNTP (1,25 mM each) 20 pl
P 63 2 pl
P 52 2 ul
Taqg A 70 1l
Gesamt 100 HI

Reaktionsgemisch Reaktionspartner: DNA : isolierte Desoxyribonukleinsaure aus der
Patientenvollblutprobe; Aqua dest.: Aqua destillata; Puffer 10x: Fertigpuffer aus Ultrapure dNTP Set; P 63,
P 52: verwendete Primer; Tag A 70: Enzym
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Tabelle 7: Temperaturbedingungen der PCR-Reaktion zu  r Sequenzierung

96T 10 min
95C 5 min
1x 55C 5 min
72C 5 min
95C 1 min
35x 55C 1 min
72T 1 min
72C 10 min
4C =3

Spalte 1: Anzahl der Wiederholungen; Spalte 2: Temperaturbedingungen der Reaktion; Spalte 3: Dauer
eines Reaktionszyklus

Die Sequenzierung erfolgte mit dem Sequenzierungskit der Firma Perkin Elmer
nach einer Methode nach Sanger [111]. 4 pl ,Ready Reaction® Mix (Perkin
Elmer), 20 ng PCR-Produkt und 1 pl Sequenzierungsprimer (5 uM) wurden zu
einem Endvolumen von 20pul mit Aqua dest. vermischt. Die
Sequenzierungsreaktion erfolgte im Thermocycler Gene Amp PCR System
2400 in 25 Zyklen. Die Denaturierung erfolgte fir 10 Sekunden (sec) bei 96T,
die Primeranlagerung fur 5 sec bei 50C und die Polym erisation fir 4 min bei
60<C.

Nach der Fallungsreaktion mit 10 ul 3 M Natriumacetat und 250 pul 100%
Ethanol bei Raumtemperatur und Waschen der DNA mit 250 pl 75% Ethanol
bei 13000 g wurde die DNA mit 25 pl Template-Suppressor-Reagenz-Puffer
vermischt und bei 90T lber 2 min denaturiert. Die Proben wurden nach dem

Abkuhlen auf 0C im DNA-Sequenzer analysiert.

2.2.3 Statistische Fragestellungen

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Polymorphismus am FcyRezeptor lla und der koronaren
Herzkrankheit bzw. deren Komplikation, dem Herzinfarkt besteht. S&mtliche
statistischen Fragestellungen wurden nach Vorgaben von Herrn W. Pabst
(Institut fur klinische Informatik, Universitat Giel3en) erstellt.

Im einzelnen wurden die verschiedenen Gruppen in Bezug auf deren Gen- oder

Allelh&ufigkeit miteinander verglichen:
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Gesunde Kontrollen versus koronarangiographierte KHK-Patienten

2. Koronarangiographierte Patienten ohne signifikante KHK versus KHK-
Patienten

3. Koronarangiographierte Patienten mit verschiedenen Graden der
koronaren Herzkrankheit

4. Gesunde Kontrollen versus Myokardinfarktpatienten
Koronarangiographierte  Patienten ohne  Myokardinfarkt versus

Myokardinfarktpatienten

2.2.4 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der SPSS-Software (Version 9.0 fur
Windows) durchgefiihrt. Der x> Test wurde fiir die Untersuchung potentieller
Abweichungen der Genotypen von der Hardy-Weinberg-Verteilung eingesetzt.
Um die etablierten Risikofaktoren zwischen den Genotypgruppen zu
vergleichen, wurden die Relationen der kontinuierlichen Variablen zur
Genvariation durch die Kruskal-Wallis 1-way ANOVA Methode und der binaren
Variablen Diabetes und Hypertonus zum Genpolymorphismus durch den X
Test untersucht. Die etablierten Risikofaktoren fir die koronare Herzkrankheit
und den Myokardinfarkt wurden durch die multiple Regressionsanalyse (Grad
der koronaren Herzerkrankung) oder durch multiple logistische Regression
(Bestehen oder Abwesenheit von koronarer Herzkrankheit oder Myokardinfarkt)
identifiziert. Die statistische Beziehung der FcyRlla Genvariation zum Grad der
Koronaren Herzerkrankung wurde durch die multiple Regressionsanalyse unter
Berucksichtigung der nachgewiesenen koronaren Risikofaktoren bestimmt. Das
relative Risiko (Odds-ratio) mit 95%igem Konfidenzintervall fir die Koronare
Herzerkrankung und den Myokardinfarkt wurden mit der multiplen logistischen
Regression unter Beriicksichtigung der koronaren Risikofaktoren errechnet. Ein
zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert von p<0,05 wurde als statistisch
signifikant definiert. Die Analysen basierten auf den Modellen rezessiver,

kodominanter und dominanter Vererbung.
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3 Ergebnisse

Samtliche Ergebnisse wurden nach Vorgaben von Herrn W. Pabst (Institut far

klinische Informatik, Universitat Giel3en) erstellt.

3.1 Fall- und Kontrollkollektiv

Die Studienpopulation setzte sich aus einem Kontroll- und einem Fallkollektiv
zusammen. Zur Genotypisierung stand die DNA von 3077 Probanden zur
Verfligung. Von diesen Probanden lagen jedoch nur bei 2901 Probanden die fur
die statistischen Analysen benotigten Daten vor. Daher wurden diese 2901
Probanden zur Datenanalyse herangezogen. Das Kontrollkollektiv bestand aus
510 Probanden, das Fallkollektiv aus 2391 Patienten.

3.2 Charakterisierung der Studienpopulation

In der Studie sollte geklart werden, wie die Genotyp- bzw. Allelverteilung des
FcyRlla HR°*! - Polymorphismus in  einem Kollektiv von Herzgesunden,
Koronarkranken und Herzinfarktpatienten war und ob es einen Unterschied in
der Genotyp- bzw. Allelverteilung in dem Kollektiv von Koronarkranken und
Herzinfarktpatienten im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv gab. Bei
einem Unterschied in der Genverteilung sollte geklart werden, ob einer der
Genotypen oder eines der beiden Allele einen protektiven Faktor oder einen
Risikoindikator der Atherosklerose und des Herzinfarktes als deren
Komplikation darstellten. Die Charakterisierung der Studienpopulation erfolgte
zur Darstellung der Validitat des Fall- und Kontrollkollektives.
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3.21 Risikoprofil der einzelnen Gruppen

3.2.1.1 Altersstruktur

3.2.1.1.1 Altersstruktur der Probanden

Es sollte die Altersstruktur der Probanden des gesamten Kollektives untersucht
werden.

Die Studienpopulation hatte eine in der Abbildung 3 dargestellte
Altersverteilung. Die Patienten wurden zur besseren Ubersicht in
8 verschiedene Altersgruppen von jeweils einer Dekade unterteilt. Die grofte
Gruppe machten die 61-70 jahrigen Probanden aus. Der Mittelwert der
Altersverteilung innerhalb der Gesamtpopulation bei einer Grél3e von 2901
Patienten betrug 60,6 £ 10,2 Jahre mit einem 95% Konfidenzintervall von 60,2

bis 61,0. Die Altersverteilung entsprach einer Normalverteilung.
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Abbildung 3: Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersgruppen

Haufigkeit der Probanden in den Altersgruppen: 11-20: 2 (0,1%); 21-30: 8 (0,3%); 31-40: 76 (2,3%);
41-50: 414 (10,5%); 51-60: 873 (29,1%); 61-70: 1017 (38,1%); 71-80: 476 (18,4%); 81-90: 35(1,3%).
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3.2.1.1.2 Altersstruktur innerhalb der Kontrollgruppe

Das Durchschnittsalter betrug 55,2 + 10,2 Jahre. Das 95% Konfidenzintervall
lag zwischen 54,3 und 56,1 Jahren.

200

150 1

100 — —

Anzahl der gesunden Probanden

31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

Alter in Kategorien

Abbildung 4: Anzahl der Probanden der Kontrollgrupp e in den jeweiligen Altersgruppen

Haufigkeit der Probanden in den Altersgruppen: 31-40: 22 (4,3%); 41-50: 164 (32,2%); 51-60: 177
(34,8%); 61-70: 106 (20,8%); 71-80: 36 (7,1%); 81-90: 5 (1,0%).

3.2.1.1.3 Anteil der Patienten mit koronarer Herzerkrankung in den

verschiedenen Altersgruppen

Fur die koronarangiographierten Patienten wurde ebenfalls die Altersstruktur
ermittelt (Abbildung 5). Es wurden bei den koronarangiographierten Patienten in
Patienten mit und ohne relevante Stenose (< 50%) unterteilt. Abbildung 5
verdeutlicht, dal3 mit steigendem Alter der relative Anteil an Patienten mit
relevanter Stenose zunahm. Dieser Zusammenhang verdeutlichte die

Abhé&ngigkeit der KHK vom Lebensalter.
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Abbildung 5: Gegenuberstellung der Anzahl der Proban den in den

verschiedenen Altersgruppen mit und ohne koronarer Herzkrankheit

Haufigkeit der Probanden in den Altersgruppen: (1) Probanden ohne signifikante Stenose (als
Patienten ohne KHK dargestellt):  11-20: 2(<0,01); 21-30: 7(<0,01); 31-40: 26 (0,01); 41-50: 95(0.04);
51-60: 185(0,08); 61-70: 163(0,07); 71-80: 79(0,03); 81-90: 3(< 0,01); (2) Probanden mit KHK: 11-20: 0;
21-30: 1(< 0,01); 31-40: 28(0,01); 41-50: 155(0,06); 51-60: 511(0,21); 61-70: 748(0,31); 71-80: 361(0,15);
81-90: 27(0,01). Abkirzungen: j:ja; n:nein (ohne signifikante Stenose, d.h. Stenose < 50%).

3.2.1.1.4 Altersstruktur in Abhingigkeit vom Schweregrad der koronaren

Herzerkrankung

Abbildung 6 zeigt die Altersstruktur unter Berticksichtigung des Schweregrades
der KHK. Die Patienten mit durchgeflihrter Koronarangiographie wurden jeweils
nach der Ausprdgung der KHK in vier Gruppen mit 0-, 1-, 2-, und 3-
Gefallerkrankungen unterteilt. Die Patienten ohne signifikante KHK (n=560)
waren durchschnittich 58,3 + 11,0 Jahre, Patienten mit einer 1-
GefalRerkrankung (n=484) 61,1 *= 9,6 Jahre, Patienten mit einer 2-
GefalRerkrankung 62,6 + 9,6 Jahre und Patienten mit einer 3-Gefallerkrankung
(n=827) waren 63,9 = 8,6 Jahre alt. Der relative Anteil der 2- und 3-
Gefallerkrankten nahm mit steigendem Alter zu, so betrug der Anteil der 3-
GefalRerkrankten in der Population zwischen 31-40 Jahren nur 11%, wéhrend

der Anteil zwischen 71-80 Jahren bereits 44% ausmachte.
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Abbildung 6: Anzahl der Probanden in den verschieden en Altersgruppen
in Abhangigkeit von der Schwere der Erkrankung unterteilt
in 0-, 1-, 2- und 3-GefalRerkrankung

Haufigkeit der Probanden in den Altersgruppen:

(1) Probanden ohne signifikante Stenose (0-GE): 11- 20: 2(<0,01); 21-30: 7(<0,01); 31-40: 26 (0,01);
41-50: 95(0.04); 51-60: 185(0,08); 61-70: 163(0,07); 71-80: 79(0,03); 81-90: 3(< 0,01); (2) Probanden mit
1-GefaRerkrankung (1-GE): 11-20: 0 (<0,01); 21-30: 1(<0,01); 31-40: 12(<0,01); 41-50: 44 (0,02); 51-60:
179(0,07); 61-70: 173(0,07); 71-80: 65(0,03); 81-90: 10(<0,01); (3) Probanden mit 2-GeféaRerkrankung
(2-GE): 11-20: 0(<0,01); 21-30: 0(<0,01); 31-40: 10(<0,01); 41-50: 52(0,02); 51-60: 132(0,06); 61-70:
215(0,09); 71-80: 102(0,04); 81-90: 9(<0,01) (4) Probanden mit 3-Gefalerkrankung (3-GE): 11-20:
0(<0,01); 21-30: 0(<0,01); 31-40: 6(<0,01); 41-50: 59(0,02); 51-60: 200(0,08); 61-70: 360(0,15); 71-80:
194(0,08); 81-90: 8(<0,01)
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3.2.1.1.5 Anteil der Myokardpatienten in den verschiedenen Altersgruppen
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Abbildung 7: Anzahl der Patienten in den verschieden en Altersgruppen

mit und ohne Herzinfarkt

Haufigkeit der Probanden in den Altersgruppen: (1) Probanden ohne Herzinfarkt: 11-20:  2(<0,01);
21-30: 6(<0,01); 31-40: 32 (0,01); 41-50: 143(0.06); 51-60: 370(0,15); 61-70: 479(0,20); 71-80: 217(0,09);
81-90: 20(< 0,01); (2) Probanden mit Herzinfarkt: ~ 11-20: O(< 0,01); 21-30: 2(< 0,01); 31-40: 22 (< 0,01);
41-50: 107(0,04); 51-60: 326(0,14); 61-70: 432(0,18); 71-80: 223 (0,09); 81-90: 10(< 0,01)

Das Gesamtkollektiv wurde zusétzlich in Probanden mit und ohne Herzinfarkt
eingeteilt. Zun&chst wurden die Altersstrukturen beider Gruppen verglichen.
Das mittlere Alter der Patienten ohne Myokardinfarkt (n=1269) lag bei 61,3 *
10,2 Jahren, wahrend der Mittelwert der Patienten mit Myokardinfarkt (n=1122)
62,2 +9,5 Jahren betrug. Im wesentlichen wurde beobachtet, dal? mit

steigendem Alter der relative Anteil der Herzinfarktpatienten zunahm.
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3.2.1.2 Beziehung  zwischen  koronarer = Herzkrankheit  und

Myokardinfarkt
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Abbildung 8: Anzahl der Patienten mit/ohne Herzinfark  t bei Probanden in

Abhangigkeit von der koronaren Herzerkrankung

Anzahl der Patienten: Abkirzung j:ja; n:nein; KHK: koronare Herzkrankheit
(1) ohne KHK und ohne Herzinfarkt: 471 (0,2); (2) ohne KHK und mit Herzinfarkt: 89 (<0,1); (3) mit
KHK und ohne Herzinfarkt: 789 (0,3) (4) mit KHK und mit Herzinfarkt: 1033 (0,3).

Weiterhin sollte die Beziehung zwischen KHK und Herzinfarkt im Kollektiv der
Koronarangiographierten untersucht werden. 471 Patienten hatten weder eine
KHK, noch hatten sie einen Herzinfarkt erlitten. 89 Patienten ohne signifikante
Stenose (<50%) erlitten einen Herzinfarkt, wahrend 798 Patienten nur die
Symptome einer KHK hatten. 1033 Patienten erlitten einen Herzinfarkt bei
nachgewiesener KHK. Es lie3 sich erkennen, daf} bei Patienten mit
nachgewiesener KHK ein Herzinfarkt deutlich haufiger eintrat (p< 0,01, x*
Test). Dieser Vergleich war zwischen dem gesunden Kontrollkollektiv und den
Myokardinfarktpatienten nicht mdglich. Die Probanden des Kontrollkollektives
waren per definitionem herzgesund und hatten keinen Herzinfarkt erlitten. Ein
solcher Vergleich konnte daher nur auf jene Population beschrankt werden, bei
der mittels Koronarangiographie der Koronarstatus ermittelt wurde.
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Abbildung 9: Anzahl der Probanden mit/ohne Herzinfark t in Abhéngig-
keit von der Auspréagung der koronaren Herzkrankh eit

Anzahl der Patienten: (1) mit 0-GE und ohne Herzinfarkt: 471 (2) mit 0-GE und mit Herzinfarkt: 89 (3) mit
1-GE und ohne Herzinfarkt: 256 (4) mit 1-GE und mit Herzinfarkt: 228 (5) mit 2-GE und ohne Herzinfarkt:
230 (6) mit 2-GE und mit Herzinfarkt: 290 (7) mit 3-GE und ohne Herzinfarkt: 312 (8) mit 3-GE und mit
Herzinfarkt: 515 Abklrzungen: j:ja; n:nein; 0-Gefasserkrankung : 0-GE; 1-Gefasserkrankung : 1-GE; 2-
Gefasserkrankung : 2-GE; 3-Gefasserkrankung:3-GE;

Da in der vorliegenden Population beobachtet wurde (Abbildung 8), dald der
Herzinfarkt bei KHK-Patienten haufiger auftrat, wurde zusatzlich untersucht, ob
der Schweregrad der Erkrankung in der Studienpopulation eine Auswirkung auf
die Haufigkeit des Myokardinfarktes hatte. Abbildung 9 veranschaulicht den
Zusammenhang zwischen dem relativen Anteil der Herzinfarktpatienten in
Abh&ngigkeit vom Schweregrad der koronaren Herzerkrankung. 15% der
Patienten ohne KHK, 47% der Patienten mit einer 1-Gefal3erkrankung, 55% der
Patienten mit einer 2-GefalRerkrankung und 62% mit einer 3-Gefal3erkrankung
hatten einen Herzinfarkt erlitten. Es zeigte sich deutlich, dal3 mit steigendem
KHK-Schweregrad der relative Anteil der Herzinfarktpatienten zunahm (p< 0,01,

X% Test).
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3.2.1.3 Gensini Score

3.2.1.3.1 Hohe des Gensini Scores in Abhangigkeit von der KHK
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Abbildung 10: Vergleich des mittleren Gensini Score s bei Patienten mit

und ohne KHK

Gensini Score: (1) Ohne KHK 5,2 £ 0,2 (2) Mit KHK 61,5+ 1,0
Angaben in Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes; Abkirzungen: j:ja; n:nein;

Der als alternative Schweregradeinteilung fir die KHK verwendete Gensini
Score wurde mit der in der Kardiologie etablierten Einteilung in O0-, 1-, 2- und 3-
GefalRerkrankung verglichen. Letztere stellte nur ein grobes Raster flr die
Erfassung des KHK-Schweregrades dar. Dagegen ermdglichte der Gensini
Score eine feinere Graduierung des KHK-Schweregrades unter
Berlcksichtigung aller Koronaréste. So lie3 sich eine genauere Unterteilung
des Kollektivs mit dem Gensini Score vornehmen. Patienten mit einer
Koronarstenose unter 50% wurden z.B. in der herkbmmlichen Einteilung als
gesund eingestuft, der Gensini Score ermdglicht bereits eine Erfassung dieser
Probanden als Patienten mit KHK.

Der Vergleich zwischen dem Gensini Score und der in der Klinik Ublichen
Einteilung konnte nur bei den Probanden vorgenommen werden, die sich einer
Koronarangiographie unterzogen hatten. Bei diesem Vergleich konnte daher

das Kontrollkollektiv keine Bertcksichtigung finden.
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Patienten ohne koronarangiographisch festgestellte Herzkrankheit hatten im
Durchschnitt einen Gensini Score von 5,2 + 0,2 (Mittelwert + Standardfehler) .
Patienten mit einer Herzerkrankung hatten einen Gensini Score von 61,5 + 1
(Mittelwert = Standardfehler) ( p =0,00001; Kruskal-Wallis 1-way ANOVA)
(siehe Abbildung 10).
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Abbildung 11: Vergleich des mittleren Gensini Score s mit der Stadienein-
teilung der Koronaren Herzkrankheitin 0-, 1-, 2 -, und 3-

GefalRerkrankung

Gensini Score: (1) 0-GE: 5,2+ 0,2 (2) 1-GE: 28,9 +0,9 (3) 2-GE: 49,8 + 1,3 (4) 3-GE: 87,9 + 1,6; Angaben
in Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes. Abkiirzungen: 0-GE: 0-GefaRerkrankung; 1-GE:
1-GefalRerkrankung; 2-GE: 2-GefalRerkrankung; 3-GE: 3-GefalRerkrankung

Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, stieg der Gensini Score nahezu linear von
der 0-GefalRerkrankung zur 3-Gefalierkrankung (p< 0,01, Kruskal-Wallis 1-way
ANOVA). Bei Patienten mit 0-Gefal3erkrankung lag der mittlere Gensini Score
bei 5,2 £ 0,3 und stieg kontinuierlich tber 28,9 + 0,9 (1- GefaRerkrankung) und
49,8 £ 1,3 (2-Gefallerkrankung) auf einen mittleren Gensini Score von 87,9 *

1,6 bei Patienten mit 3-GefalRerkrankung (jeweils Mittelwerte + Standardfehler).
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3.2.1.3.2 Hohe des Gensini Scores in Abhingigkeit vom Myokardinfarkt
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Abbildung 12: Vergleich des mittleren Gensini Score s bei Patienten ohne

und mit Myokardinfarkt

Gensini Score: (1) Patienten ohne Herzinfarkt: 34,9 £ 1,1; (2) Patienten mit Herzinfarkt: 63,5 + 1,4
Angaben in Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes

Wie fur die KHK wurde die Hohe des Gensini Scores bei Patienten ohne und
mit Myokardinfarkt ermittelt. Bei Patienten ohne Herzinfarkt lag der Mittelwert
bei 34,9, wahrend der Wert bei Patienten mit Herzinfarkt 63,5 betrug (p< 0,01,
Kruskal-Wallis 1-way ANOVA). Dieser hochsignifikante Zusammenhang
spiegelte die bekannte Tatsache wider, da? mit zunehmendem Schweregrad
der koronaren Herzkrankheit auch das Risiko anstieg, einen Myokardinfarkt zu

erleiden.
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Abbildung 13: Gegeniberstellung des Gensini Scores mit der Anzahl der

Herzinfarkte

Gensini Score: (1) Patienten ohne Herzinfarkt: 34,9 £ 1,1, (2) Patienten mit einem Herzinfarkt: 59,4 +
1,5 (3) Patienten mit zwei Herzinfarkten: 81,6 + 4,0 (4) Patienten mit drei Herzinfarkten: 95,3 + 10,9;
Angaben in Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes

Dieser bekannte Zusammenhang stellte sich auch dann dar, wenn der mittlere
Gensini Score in Abhangigkeit von der Anzahl der erlittenen Herzinfarkte
dargestellt wurde (Abbildung 13; p< 0,01, Kruskal-Wallis 1-way ANOVA).

3.2.1.4 Identifikation etablierter Risikofaktoren

Um die Validitat der Studienpopulation zu Uberprifen, wurde analysiert, ob die
etablierten Risikofaktoren der koronaren Herzerkrankung auch innerhalb der
vorliegenden Studienpopulation identifiziert werden konnten. Die Prufung der
Validitdt wurde auf drei Saulen aufgebaut. Zum einen wurde die
Altersabhangigkeit der KHK und des Myokardinfarktes dberprift. Die
Altersabhangigkeit im Studienkollektiv konnte sowohl fur die KHK (Abbildung 6)
als auch fur den Myokardinfarkt gezeigt werden (Abbildung 7). Eine weitere
Saule zur Validierung stellte die Uberpriifung des hochsignifikanten



52

Zusammenhanges zwischen KHK und Myokardinfarkt in der Studienpopulation
dar. Dieser konnte mit Hilfe des Gensini Scores ebenfalls dargestellt werden
(Abbildung 12, Abbildung 13). Zuvor wurde der bestehende Zusammenhang
zwischen Gensini Score und konventioneller Einteilung in 0-, 1-, 2-, und 3-
GefalRerkrankung innerhalb der Studienpopulation Uberprift (Abbildung 11). Als
dritte Sé&ule diente die Identifikation der etablierten Risikofaktoren in
Abhéngigkeit des Vorhandenseins der Erkrankung (Tabelle 8) und deren
Schweregrad (Tabelle 9).

Die genannten Gesichtspunkte zeigten eine Verteilung der Risikofaktoren, wie

diese in der Normalbevolkerung vorkommen.

3.2.1.4.1 Etablierte  Risikofaktoren @ der Patienten mit koronarer

Herzkrankheit

Die KHK wurde als abhangige Variable eingesetzt und die Signifikanz der
etablierten Risikofaktoren innerhalb der Studienpopulation Uberprift. Es
konnten Alter (p <0,0001), Apolipoprotein B (p <0,0001), Lipoprotein (a)
(p <0,001), Diabetes mellitus (p <0,0002), Hypertonie (p <0,00001) und
Rauchen (p <0,005) als Risikofaktoren fir eine KHK nachgewiesen werden.
Apolipoprotein Al wurde als protektiver Faktor mit einer Signifikanz von
p < 0,001 identifiziert (Tabelle 8). Die Risikofaktoren konnten auch in bezug auf

den Schweregrad der KHK nachgewiesen werden (Tabelle 9).

3.2.1.4.2 Etablierte Risikofaktoren der Herzinfarktpatienten

Ebenso wie bei der Untersuchung der KHK wurde auch das Herzinfarktereignis
als abhangige Variable eingesetzt. Alle unter 3.2.1.4.1 dargestellten Faktoren
konnten jeweils mit einem Signifikanzniveau von p < 0,001 als Risikofaktoren

nachgewiesen werden (Tabelle 9).



Tabelle 8: Etablierte Risikofaktoren in den verschi

edenen Kollektiven

+ Koronare Herzkrankheit

+ Myokardinfarkt

Risikofaktor _ KHK(l) _ KHK(Z) + KHK 2 p(l) 2 p(Z) _ M|(1) _ M|(2) + Ml 2 p(l) 2 p(Z)
(n =510) (n =560) (n=1831) (n=510) (n=1269) (n= 1122)
Alter (Jahre) 55,2+10,2 58,3+11,0 62,8+ 9,3 <0,001 <0,001 55,2+10,2 61,3+10,2 62,2+ 95 <0,001 0,004
BMI (kg/mz) 26,7+ 33 271+ 36 269+ 36 0483 009 26,7+ 3,3 27,1+35 269+ 33 0,995 0,111
Pack Years 16,1 +28,0 195+240 23,6x27,0 0,001 0,01 16,1+28,0 20,1+x25,0 255270 <0,001 <0,001
% Diabetes 7 12 21 0,001 <0,001 7 17 21 0,001 0,072
% Hypertonus 15 55 65 <0,001 0,002 15 63 62 <0,001 0,507
ApoAl (g/l) 147+0,25 146+030 1,42+0,29 <0,001 <0,001 147+0,25 145%+0,29 141+0,30 <0,001 <0,001
ApoB (g/l) 1,11+0,25 1,20+0,31 1,28+0,34 <0,001 <0,001 1,11+0,25 1,26+0,33 1,27+0,34 <0,001 0,032
Lp(a) (mg/l) 20,0+26,0 21,0+290 30,0+38,0 <0,001 0,003 20,0+26,0 260+350 29,3+36,0 <0,001 0,004

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung oder % der Gruppe. -KHK®: gesunde Kontrollprobanden ohne Koronarangiographie; KHK(Z) Probanden mit
Koronarangiographie und NuIIgefaI’Serkrankung (Ohne GefaRerkrankung oder mit einer Stenose unter 50%); +KHK: Patienten mit GefaBerkrankung -mi¢ Kontrollprobanden
ohne Koronarangiographie; -MI®: patienten mit Koronaranglographle und ohne Myokardlnfarkt +MI: Patienten mit Myokardinfarkt; 2 p zwelseltlger Wahrscheinlichkeitswert
p beim Vergleich von KHK/MI- Patlenten mit Kontrollgruppe “ -KHK®” und “-mI®"; 2 p zwelseltlger Wabhrscheinlichkeitswert p beim Verglelch von Patienten mit durchgefihrter
Koronarangiographie.

Abkirzungen: n: Anzahl der Probanden; Alter (Jahre): Lebensalter in Jahren BMI: Body-mass-index; Pack Years: Nikotinabusus in Pack years (1Pack year entspricht einem
Nikotinabusus von 1P&ackchen pro Tag Uber ein Jahr); % Diabetes: Anzahl der Probanden mit Diabetes mellitus in %; % Hypertonie: Anzahl der Probanden mit arterieller
Hypertonie in %; Apo Al: Apolipoprotein Al; Apo B: Apolipoprotein B; Lp(a): Lipoprotein (a)



Tabelle 9: Etablierte Risikofaktoren in den verschi edenen Kollektiven der KHK-Patienten

Grad der Koronaren Herzerkrankung

Risikofaktor Ohne KHK (1) O_GE(Z) 1_GE(2) Z-GE(Z) 3_GE(2) 2 p(l) 2 p(2)
(n =510) (n =560) (n =485) (n =520) (n=827)

Alter (Jahre) 55,2 +10,2 58,3+11,0 61,1+ 9,6 62,6 + 9,6 63,9+ 8,6 <0,001 <0,001
BMI (kg/m?) 26,3 3,3 27,1+ 3,6 27,1+ 35 26,8+ 3,6 26,9+3,1 0,155 0,036
Pack Years 16,1 £28,0 19,5+24,2 25,9 + 28,6 22,9 +26,5 22,8 +25,4 <0,001 0,004
% Diabetes 7 12 14 23 24 <0,001 <0,001
% Hypertonus 15 55 63 66 66 <0,001 0,01

ApoAl (g/l) 1,47 £0,25 1,46 + 0,30 1,42 £0,28 1,43+ 0,29 1,40 £0,34 <0,001 <0,001
ApoB (g/l) 1,11 £0,25 1,20+£0,31 1,23+0,32 1,287 + 0,34 1,31 +£0,33 <0,001 <0,001
Lp(a) (mg/dl) 19,6 + 25,6 21,2 +29,1 27,8 +£34,9 30,2 + 38,0 30,2 +38,1 0,005 <0,001

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung oder % der Gruppe. @ Gesunde Kontrollgruppe ohne Koronarangiographie, @ Ppatienten ohne
GefaRerkrankung oder mit einer Stenose unter 50% (0-GE); EingeféaRerkrankung (1-GE); ZweigefalRerkrankung (2-GE); DreigeféaRerkrankung (3-GE); 2 P: zweiseitiger
Wabhrscheinlichkeitswert p beim Vergleich von KHK-Patienten mit Koronarangiographie und der Kontrollgruppe ohne Koronarangiographie 2p(1: zweiseitiger

Wabhrscheinlichkeitswert p beim Vergleich von KHK -Patienten mit Kontrollgruppe “KHK®”; 2 p(z): zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert p beim Vergleich von Patienten mit
durchgefiihrter Koronarangiographie.

Abkurzungen: n: Anzahl der Probanden; Alter (Jahre): Lebensalter in Jahren; BMI: Body-mass-index; Pack Years: Nikotinabusus in Pack years (1Pack year entspricht einem
Nikotinabusus von 1P&ckchen pro Tag Uber ein Jahr); % Diabetes: Anzahl der Probanden mit Diabetes mellitus in %; % Hypertonie: Anzahl der Probanden mit arterieller
Hypertonie in %;Apo Al: Apolipoprotein Al; Apo B: Apolipoprotein B; Lp(a): Lipoprotein (a)
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3.3 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion

Sequenzspezifische PCR mit Primer fir H131/ A

-439
- 253

Sequenzspezifische PCR mit Primer fir R131/ G

- 439
- 253

N
()
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Abbildung 14: Beispiel fur das Ergebnis der Polymer asekettenreaktion
(PCR)

Beschriftung: Waagerecht: Proben in den einzelnen Slots: 1) und 5) Basenpaarleiter 2) Probe mit dem
Genotyp HH'*' 3) Probe mit dem Genotyp HR*** 4) Probe mit dem Genotyp RR*** 5) Negativkontrolle
(Reagenzien ohne DNA)

Senkrecht: (Oben) Lauf nach Durchfihrung der sequenzspezifischen PCR mit dem Primer fur H'¥,
Beschriftung der Basenpaargrosse von der Amplifikationskontrolle bei 439 Basenpaaren, spezifisches
Amplifikat bei 253 Basenpaaren (Unten) Lauf nach Durchfuhrung der sequenzspezifischen PCR mit dem
Primer fur R*, Beschriftung der Basenpaargrésse von der Amplifikationskontrolle bei 439 Basenpaaren,
spezifisches Amplifikat bei 253 Basenpaaren
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Bei dem HR™!-Polymorphismus am FcyRezeptorlla waren drei
unterschiedliche Genotypen moglich. Es handelte sich um die beiden
homozygoten und die heterozygote Form des Polymorphismus. Im Einzelnen
waren dies die HH™!, die RR™! und die RH'** Formen. Der Nachweis wurde
mittels einer sequenzspezifischen PCR und anschliessender Auftrennung der
Amplifikate mittels Agaroseelektrophorese erbracht. Beim Nachweis eines
Polymorphismus mittels einer sequenzspezifischen PCR ist nur die vorhandene
Sequenz nachzuweisen. Da ein negatives Testergebnis sowohl ein
Testversager, als auch ein Nachweis der Abwesenheit des Genes beinhalten
konnte, war eine Amplifikationskontrolle nétig. In diesem Fall wurde dazu
HGH1/2 (Human growth hormone) verwendet. Bei dieser PCR war bei
Vorhandensein von DNA und unter optimalen Nachweisbedingungen
unabhangig vom Genotyp eine Kontrollbande im Agarosegel abzulesen. Bei der
verwendeten Kontrolle mit HGH1/2 war diese bei 439 Basenpaaren
darzustellen.

Die Basenpaarlange fir FcyRIla HR **! lag bei 253 Basenpaaren.

Um die GroRRe des zu analysierenden Amplifikates abzuschatzen, wurde bei
jedem Agaroselauf eine Basenpaarleiter aufgetragen. Die Basenpaarleiter
enthielt Amplifikate unterschiedlicher Grésse und Menge. In der verwendeten
Zusammensetzung hatte die Basenpaarleiter Amplifikate von 100 Basenpaaren.
Die Basenpaare von 500 und 1000 Basenpaaren traten durch eine hoherere
Konzentration in der Gelelektrophorese besonders deutlich hervor (Abbildung
14; Reihe 1).

Beim Nachweis des Genotyps HH 3!

(Abbildung Reihe) wurde nur in der
sequenzspezifischen PCR eine Bande bei 253 dargestellt. In beiden PCR ist die

Kontrollbande in korrekter Weise zu sehen (Abbildung 14; Reihe 2).

Der Nachweis des heterozygoten Genotyps HR

H131

zeigte sowohl in der

sequenzspezifischen PCR flr
R131

als auch in der sequenzspezifischen PCR fur
eine Bande. Beide Gene wurden somit nachgewiesen. Zuséatzlich waren
die Kontrollbanden in beiden PCR vorhanden.

Beim Nachweis des Genotyps RR**! wurde die spezifische Bande wie bei dem

H131

Genotyp H nur in einer PCR, bei korrektem Vorhandensein der Kontrollen
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nachgewiesen. In diesem Fall wurde jedoch nur in der sequenzspezifischen
PCR fiir R*®! die spezifische Bande dargestellt.

Um Verunreinigungen der Reagenzien auszuschliel3en, wurde bei jeder
Reaktion eine Kontrolle ohne DNA mitgeftihrt. Diese Kontrolle zeigte kein
Amplifikat.

3.4 Ergebnis der Sequenzierung

Die Sequenzierung der Proben von den drei unterschiedlichen Genotypen des
FcyRlla HR™ — Polymorphismus zeigten dieselben Genotypen wie bei der
PCR — Methode (Ergebnisse nicht dargestellt).

3.5 Genotypverteilung in der Studienpopulation

Es konnten 2934 der insgesamt 3077 Patientenproben eindeutig genotypisiert
werden. Die nicht eindeutig typisierbaren 143 Proben entsprachen einer
Ausfallguote von 4,6%. Die Ausfallquote war bei der Kontroll- und der
Krankengruppe gleich (Ergebnisse nicht dargestellt). Die generell geforderte
maximale Ausfallquote von 5% wurde somit nicht Gberschritten. Von den
erfolgreich untersuchten 2934 Proben, waren 831 oder 28,3% homozygot A
(HH™Y), 1509 oder 51,4% heterozygot (HR'*®Y) und 594 oder 20,2% hatten den
Genotyp GG (RR*®) (siehe Abbildung 15).
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OHH131
B HR131
ORR131

Abbildung 15: Haufigkeit der Genotypen in der Gesam  tpopulation

Haufigkeit der Genotypen: (1)HH™!: 831 Probanden (28,3%); (2)HR®: 1509 Probanden (51,4%);
(3)RR™": 594 Probanden (20,2%)

Die relative Haufigkeit des A-Allels lag bei 53,9% (95% Konfidenzintervall von
52,7 - 55,2 %) und die des G-Allels bei 46,1% (95% Konfidenzintervall von
44,8 — 47,3%) (siehe Abbildung 16).

Die Allel- und Genverteilungen samtlicher Populationen (Gesamtpopulation,
Niedrigrisikogruppen,  Hochrisikogruppen, Herzgesunde, Patienten mit
koronarer Herzkrankheit, Patienten mit Myokardinfarkt) zeigten Kkeine
Abweichungen vom  Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Gesamtpopulation:
p=0,172; Genotyp- und Allelverteilung nicht dargestellt; Untergruppen: siehe
Tabelle 11, Tabelle 13, Tabelle 15, Tabelle 16). Bei 33 der 2934 Probanden
fehlten entweder klinische oder klinisch-chemische Daten, so dal} die Studie

eine Population von 2901 Probanden umfasste.
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OA/H131
EG/R131

Abbildung 16:Allelverteilung in der Gesamtpopulatio n

Haufigkeit der Allele: (1)A/H'®: 53,9% (2)G/R™": 46,1%

3.51 Koronare Risikofaktoren in Abhingigkeit vom
FcyRezeptor IIa HR"?' - Genpolymorphismus

Es wurden die koronaren Risikofaktoren in Abhangigkeit vom FcyRIla HR! -
Genpolymorphismus untersucht. Die untersuchten Risikofaktoren der koronaren
Herzerkrankung waren in allen drei verschiedenen Genotypen annéhernd
gleich. Ein signifikanter, genotypabhangiger Unterschied der koronaren
Risikofaktoren wurde somit nicht festgestellt (Tabelle 10). Gleichartige
Ergebnisse wurden fir samtliche untersuchten Untergruppen beobachtet
(Ergebnisse nicht dargestellt).



Tabelle 10: Verteilung der Genotypen bei etablierte

60

n Risikofaktoren

FcyRlla-Polymorphismus

RR! RHS! HHS! 2p
(n=818) (n=1492) (n=591)

Alter (Jahre) 60,3 +£10,0 60,5 +10,4 61,0 +10,3 0,476
Cholesterin (mg/dl) 208 £41 210 £43 208 £43 0,627
Triglyceride (mg/dl) 147 £ 85 150 + 89 151 + 89 0,657
ApoAl (g/l) 1,45 £0,29 1,43+£0,30 1,42 £0,27 0,148
ApoB (g/l) 1,23+£0,31 1,24+0,34 1,23+0,32 0,671
Lp(a) (mg/dl) 26 + 33 26 + 35 26 + 33 0,869
Glucose (mg/dl) 110+ 46 110 £43 112 £52 0,705
Diabetes (%) 18 16 17 0,588
Hypertonie (%) 54 53 56 0,578
BMI (kg/m?) 27,0+3,4 26,8 +35 26,8 +3,3 0,219
Nikotinabusus (PY) 20 £ 25 22 £ 26 23 +30 0,11

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; RR™!: FcyRlla RR™!; RH™.: FcyRlla HR™'; HH'®: FcyRIla
HH': BMI: Body-mass-index; Apo Al: Apolipoprotein Al; Apo B: Apolipoprotein B; Lp(a): Lipoprotein (a);
PY: Pack Years: 1 Packung Zigaretten pro Tag Uber ein Jahr; 2 p: zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert

3.5.2 Beziehung zwischen dem FcyRezeptor IIa HR"' -
Genpolymorphismus und dem Risiko der koronaren
Herzerkrankung

In der Gesamtpopulation wurde die Genverteilung des FcyRIla HR™-

Polymorphismus zwischen den Herzgesunden und den KHK-Kranken
untersucht. Die Tabelle 11 veranschaulicht, daf’3 keine Unterschiede bezuglich
der drei Genotypen zwischen Gesunden und Erkrankten auftraten.

Tabelle 11: Vergleich der Haufigkeiten der Genotype n und der Allele des

gesunden Kontrollkollektives mit denen der Koronark ranken
FcyRlla-Polymorphismus
HH131 HRlSl RR131 Hl31 Rl3l AbW v. HWG
[n] (95%CI) (95%Cl) 2p
-KHK 510 155 251 104 0,55 (0,51-0,58) 0,45 (0,41-0,48) 0,737
+KHK 1831 497 964 370 0,54 (0,53-0,55) 0,46 (0,45-0,47) 0,101

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™!: FcyRlla HH™!; HR™: FcyRlla HR™'; RR'™®: FcyRIla
RR™: H: FeyRlla H™®: R: FeyRlla R™: 95%Cl: 95% Konfidenzintervall; -KHK: Gesunde Kontrollgruppe
ohne Koronarangiographie, +KHK: Patienten mit koronarangiographisch nachgewiesener KHK; Abw. v.
HWG: Abweichung vom Hardy — Weinberg —Gleichgewicht; 2p: zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert
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In Abbildung 17 wird die erwartete Anzahl der Genotypen der nachgewiesenen
Anzahl in den beiden gebildeten Hauptgruppen der Gesunden und der

Koronarkranken gegenibergestellt.

1200
OBeobachtete Anzahl
1000 - . der Probanden ohne
] KHK
800 - B Erwartete Anzahl der
Probanden ohne
600 - KHK
] OBeobachtete Anzahl
400 —  der Probanden mit
! E— E— B KHK
200 | OErwartete Anzahl der
0 — Probanden mit KHK
AA/HH131 AG/HR131 GG/RR131
Abbildung 17: Gegenuberstellung von erwarteten und nachgewiesener

Genotyphaufigkeit in Abhangigkeit vom Risiko der
koronaren Herzerkrankung

Gegenliberstellung von der erwarteten Anzahl und der nachgewiesenen Anzahl der Probanden in den
Gruppen der Gesunden und Koronarkranken X-Achse: Darstellung der drei méglichen Genotypen Y-
Achse: Anzahl der Probanden

Zusatzlich zu den bereits vorgestellten Ergebnissen wurde eine potentielle
Assoziation zwischen dem FcyRlla HR™! - Polymorphismus und dem KHK-
Risiko in Hoch- und in Niedrigrisikogruppen untersucht. Die Mittelwerte und die
Mediane der koronaren Risikofaktoren (Alter, Apo Al, Apo B, Apo Al/B Ratio,
Lp(a), Fibrinogen und Nikotinabusus) wurden fur die Unterteilung der
kontinuierlichen Variablen in Niedrig- und Hochrisikountergruppen verwendet.
Bluthochdruck und Diabetes mellitus wurden als dichotome Variablen ohne
weitere  Subklassifizierung erfasst. Diese Gruppen wurden dber die
Abwesenheit bzw. das Vorhandensein der Risikofaktoren definiert. Nahezu in
allen Niedrig- und Hochrisikogruppen wurde eine gleiche Verteilung der
Genotypen bzw. Allele bei Gesunden und Erkrankten beobachtet.

Lediglich in zwei Subpopulationen wurden signifikante Unterschiede beztiglich
der Allelverteilung zwischen der Kontrollpopulation der Herzgesunden und
KHK-Kranken gefunden. Bei alteren Probanden (= 62 Jahre) trat in wenigen

Niedrigrisikogruppen das G-Allel (FcyRIla R®Y) im KHK-Kollektiv signifikant
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haufiger als in der Gruppe der Herzgesunden auf. So wiesen daltere KHK-
Patienten (= 62 Jahre) bei niedrigem Apolipoprotein B Wert (< 1,25 g/l) und
niedrigem Lipoprotein(a) Spiegel (< 27,3 mg/dl) einen signifikant h6heren Anteil
des G-Allels auf (p=0,02; siehe Tabelle 12). Bei zuséatzlicher Abwesenheit von
Diabetes mellitus in dieser Population zeigte sich ebenfalls eine signifikante

Allelverschiebung (p= 0,03) zugunsten des G-Allels (n= 286; siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Assoziationen zwischen dem G-Allel des F  cyRlla HR™! -
Polymorphismus und dem KHK-Risiko in Niedrigrisiko gruppen

FcyRIla-Polymorphismus

Anwesenheit des G-Allels (R %)
nein ja
erwartete Anzahl erwartete Anzahl 2p
[n]  Anzahl Anzahl
Subpopulation 1 381 0,0236
Kontrolle 61 16,2 24 44,8 37
KHK-Patienten 320 84,8 77 235,2 243
Subpopulation 2 286 0,0258
Kontrolle 52 13,1 20 38,9 32
KHK-Patienten 234 58,9 52 175,1 182

Abkurzungen: Subpopulation 1:  Patienten mit Lebensalter > 62 Jahre; Apolipoprotein B < 1,25 g/l;
Lipoprotein (a) < 27,3 mg/dl; Subpopulation 2: Patienten mit Lebensalter =62 Jahre; Apolipoprotein B
< 1,25 g/l; Lipoprotein (a) < 27,3 mg/dl; ohne Diabetes mellitus; n: Fallzahl; 2p: Signifikanzniveau

3.5.2.1 Beziehung zwischen dem FcyRezeptor ITa HR™ -
Polymorphismus und dem Schweregrad der koronaren

Herzkrankheit (klinische Einteilung)

Die Gesamtpopulation der Gesunden und Koronarkranken wurde nach der
klinisch Ublichen Definition unterteilt. Unabhangig vom Erbgang zeigte der
FcyRlla HR™! - Polymorphismus keine Assoziation zum Schweregrad der
koronaren Herzerkrankung, welcher durch die Anzahl der erkrankten Gefalie
definiert war (0- bis 3-Gefal3erkrankung: Tabelle 13).
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Tabelle 13: Genotypverteilung in Abhangigkeit vom S chweregrad der
koronaren Herzkrankheit

FcyRlla-Polymorphismus

HH®! HRB! RRS! H R Abw. v. HWG
[n] (95%CI) (95%CI) 2p
- KHK 510 155 251 104 0,55(0,51-0,58) 0,45 (0,41-0,48) 0,737
0-GE 560 166 277 117 054 (0,51-0,57) 0,46 (0,43-0,48) 0.996
1-GE 485 138 252 94 0,55 (0,52-0,58) 0,46 (0,43-0,48) 0,524
2-GE 520 135 285 100 0,53 (0,51-0,56) 0,47 (0,44-0,50) 0,353
3-GE 827 224 427 176 0,53 (0,51-0,55) 0,47 (0,45-0,50) 0,581

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™%: FcyRlla HH™Y; HR™: FcyRlla HR™'; RR™:
FeyRIla RR™; H: FeyRIla H™Y; R: FeyRlla R™Y; 95%Cl: 95% Konfidenzintervall; Gesunde Kontrollgruppe
ohne Koronarangiographie (-KHK), Patienten ohne Gefafl3erkrankung oder mit einer Stenose unter 50%
(0-GE); EingefaRerkrankung (1-GE); Zweigefallerkrankung (2-GE); Dreigefallerkrankung(3-GE); Abw. v.
HWG: Abweichung von Hardy — Weinberg — Gleichgewicht; 2p: zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert

In Abbildung 18 wird die erwartete Anzahl der Genotypen der nachgewiesenen
Anzahl in den gebildeten Hauptgruppen der Gesunden und der Koronarkranken
mit den unterschiedlichen Schweregraden der koronaren Herzkrankheit

gegenubergestellt.
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90% -

80% -
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046 -
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50% - BHR131
OHH131

40% -
30% -

20% -

10% -

0%

- KHK 0-GE 1-GE 2-GE 3-GE

Abbildung 18: Genotypverteilung in Abhangigkeit vom Schweregrad der
koronaren Herzerkrankung

Abkirrzungen: HH131: FcyRIla HH'®; HR131: FcyRlla HR™: RR131: FcyRlla RR™: Gesunde
Kontrollgruppe ohne Koronarangiographie (-KHK), Patienten ohne GeféRerkrankung oder mit einer
Stenose unter 50% (0-GE); 1-GefaRerkrankung (1-GE); 2-GeféRerkrankung (2-GE); 3-GefaRerkrankung(3-
GE);

Auch in den Hoch- und Niedrigrisikogruppen wurden keine Assoziationen

R131

zwischen den Gen- und Allelverteilungen des FcyRlla - H Polymorphismus
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und dem Schweregrad der koronaren Herzerkrankung beobachtet (Ergebnisse
nicht dargestellt).

3.5.2.2 Beziehung zwischen dem FcyRezeptor ITa HR™ -
Polymorphismus und dem Schweregrad der koronaren
Herzkrankheit (Gensini Score)

Ebenso wie bei der klinischen Einteilung der Patienten in 0- bis 3-

Gefallerkrankte wurde auch nach Einteilung des KHK-Schweregrades

entsprechend dem Gensini Score keine Assoziation zwischen dem

FcyRlla HR™! - Polymorphismus  und dem AusmaR der koronaren

Herzerkrankung identifziert (siehe Tabelle 14, Abbildung 19).

Tabelle 14: Gensini Score in Abhangigkeit vom Genot  yp

FcyRlla-Polymorphismus

Gensini Score HH3! HR! RR?®! Gesamt
(n=663) (n=1241) (n=487) (n=2391)
Mittelwert 47,0 49,0 48,0 48,2
Standardabweichung 44,9 45,6 45,5 45,5
Standardfehler 1,75 1,29 2,09 0,93

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™: FcyRIla HH™®: HR™!: FcyRlla HR™'; RR':
FcyRIla RR™,
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Abbildung 19: Darstellung des durchschnittlichen Ge nsini Scores in der
Population in Abhangigkeit vom Genotyp

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™: FcyRIla HH™®: HR™: FcyRlla HR™'; RR':
FcyRlla RRl?’l; Box: Mittelwert; Whisker: Standardabweichung vom Mittelwert

3.5.3 Beziehung zwischen dem FcyRezeptor I1a HR"' -

Polymorphismus und dem Myokardinfarktrisiko

In der Gesamtpopulation wurde die Genverteilung des FcyRlla HR' -

Polymorphismus zwischen den Herzgesunden und den
Myokardinfarktpatienten untersucht. Bei den Myokardinfarktpatienten handelte
es sich ausschlief3lich um Patienten, die den Myokardinfarkt Gberlebt hatten.
Beim Vergleich von Herzgesunden und Myokardinfarktpatienten wurden keine
unterschiedlichen Allel- und Genverteilungen beobachtet (siehe Tabelle 15).
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Tabelle 15: Vergleich der Genotypen des gesunden Ko  ntrollkollektives mit
den Genotypen der Myokardinfarktpatienten

FcyRlla-Polymorphismus

HH?Y HRB! RR© H R Abw. v. HWG
[n] (95%CI) (95%CI) 2p
- Ml 510 155 251 104 0,55 (0,51-0,58) 0,45 (0,41-0,48) 0,737
+Mi 1122 306 578 238 0,53 (0,51-0,55) 0,47 (0,45-0,49) 0,521

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™!: FcyRlla HH™!; HR™.: FcyRlla HR™'; RR'™®: FcyRlla
RR™: H: FeyRlla H™®: R: FeyRIla R™: 95%Cl: 95% Konfidenzintervall; -MI: Gesunde Kontrollgruppe
ohne Koronarangiographie; +Ml: Patienten mit koronarangiographisch nachgewiesenem Myokardinfarkt;
Abw. v. HWG: Abweichung  von  Hardy — Weinberg — Gleichgewicht;, 2 p:  zweiseitiger
Wabhrscheinlichkeitswert

Wurde die Analyse auf jene Probanden beschrankt, die sich einer
Koronarangiographie unterzogen hatten, so zeigten sich gleiche Verteilungen
der Allele und Genotypen des FcyRlla HR™! — Polymorphismus, wenn
Probanden ohne Myokardinfarkt mit Patienten verglichen wurden, die

mindestens einen Myokardinfarkt Giberlebt hatten (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16: Vergleich der Genotypen der Kontrollkol lektive mit den
Genotypen der Myokardinfarktpatienten

FcyRlla-Polymorphismus

HHY®Y  HRPT! RRP! H R Abw. v. HWG
[n] (95%CI) (95%Cl) 2p
- M@ 510 155 251 104 0,55 (0,51-0,58) 0,45 (0,41-0,48) 0,737
- MI@ 1269 357 663 240 0,54 (0,52-0,56) ¢ 46 (0,44-0,48) 0,807
+ Ml 1122 306 578 238 0,53 (0,51-0,55) 0,47 (0,45-0,49) 0,521

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™: FcyRlla HH™!;, HR™: FcyRlla HR™; RR™:
FeyRIlaRR™: H: FeyRIlaH™Y; R: FeyRlla R™; 95%Cl: 95% Konfidenzintervall; -MI: Gesunde
Kontrollgruppe ohne Koronarangiographie; -MI®: Kontrollprobanden ohne Koronarangiographie; -MI@:
Patienten mit Koronarangiographie und ohne Myokardinfarkt; +MI: Patienten mit koronarangiographisch
nachgewiesenem Myokardinfarkt; Abw. v. HWG: Abweichung von Hardy — Weinberg — Gleichgewicht;
2p: zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert
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Abbildung 20: Genotypverteilung in der Population i n Abhangigkeit vom

Myokardinfarktrisiko

Abkiirzungen: HH™: FeyRlla HH'®!; HR™: FeyRlIla HR™; RR™: FeyRlla RR*™; -MI®: Kontrollprobanden
ohne Koronarangiographie; -MI@: patienten mit Koronarangiographie und ohne Myokardinfarkt;. +Ml:

Patienten mit Myokardinfarkt

In Abbildung 20 wird die erwartete Anzahl der Genotypen der nachgewiesenen

Anzahl in den Hauptgruppen der Gesunden und der Myokardinfarktpatienten

gegenubergestellt. Es konnten keine Unterschiede in der Genverteilung

festgestellt werden. Da mdglicherweise genotypabhangige Unterschiede in

bezug auf das Alter beim ersten Myokardinfarkt bestanden, wurden die drei

Genotypen miteinander verglichen. Es zeigte sich, dal3 alle drei Genotypen mit

nahezu identischem Alter den ersten Myokardinfarkt erlitten (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Alter der Patienten beim ersten Myokard  infarkt

FcyRlla-Polymorphismus

Alter in Jahren HH®!  HR® RR™ Gesamt
(n=288) (n=537) (n=217) (n=1042)
Mittelwert 56,5 56,6 56,5 56,6
Standardabweichung 9,8 9,9 10,8 10
Standardfehler 0,6 0,4 0,7 0,3

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™: FcyRlla HH™:; HR™: FcyRlla HR™:

FcyRIla RR*;

RRlSl_



68

Auch eine Untersuchung des zeitlichen Abstandes zwischen dem ersten
Myokardinfarkt und der erneuten Aufnahme in die Klinik wegen kardialer
Probleme, der als Mal} fur die Schnelligkeit der Progredienz gewertet wurde,
zeigte keine Unterschiede zwischen den Genotypen (siehe Tabelle 18). Die

Progredienz der Erkrankung scheint somit vom Genotyp unabhangig zu sein.

Tabelle 18: Zeitlicher Abstand zwischen erstem Myok  ardinfarkt und
Wiedereintritt in die Klinik in Jahren

FcyRIla-Polymorphismus

Zeitraum in Jahren HHs! HR! RR! Gesamt
(n=288) (n=537) (n=217) (n=1042)
Mittelwert 55 57 5,62 5,6
Standardabweichung 6,4 6,7 7 6,7
Standardfehler 0,4 0,3 0,5 0,2

Abkirzungen: [n]: Anzahl der Patienten; HH™%: FcyRlla HH™"; HR™: FcyRlla HR™'; RR™:
FcyRIla RR*;

Wie bei den Analysen des FcyRlla HR' - Polymorphismus zwischen
Herzgesunden und KHK-Patienten zeigten sich in Niedrigrisikogruppen alterer
Probanden signifikante Unterschiede in der Genverteilung. In wenigen
Niedrigrisikogruppen trat das G-Allel (FcyRllaR™Y) signifikant haufiger bei
Patienten mit Myokardinfarkt auf. Im einzelnen handelte es sich um altere
Patienten (=60 Jahre) ohne Diabetes mellitus, mit einem niedrigen
Apolipoprotein B Spiegel (< 1,23 g/l) und einem niedrigen Lipoprotein(a) Wert
(< 26,2 mg/dl), bei denen in der Gruppe der Myokardinfarktpatienten signifikant
haufiger G-Alleltrager gefunden wurden (p= 0,04; n= 214; siehe Tabelle 19).
Ebenfalls signifikante Unterschiede mit einer Uberreprasentation des G-Allels in
der Gruppe der Myokardinfarktpatienten wurden bei Vergleichen in
Niedrigrisikopopulationen alterer Probanden (= 60 Jahre) gefunden, die nicht
rauchten und keinen Diabetes mellitus aufwiesen (p=0,01; n=332; siehe
Tabelle 19). Gleichartige Beobachtungen wurden bei alteren Nichtraucher (= 60
Jahre) gemacht, die nicht an Diabetes mellitus erkrankt waren und deren Lp(a)
Plasmaspiegel unter 26,2 mg/dl lagen (p= 0,01, n=332; siehe Tabelle 19),

gemacht.
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Tabelle 19: Assoziationen zwischen dem G-Allel des F cyRlla HR' -
Polymorphismus und dem Myokardinfarktrisiko in Nie drigrisikogruppen

FcyRIla-Polymorphismus

Anwesenheit des G-Allels (R %)
nein ja
erwartete Anzahl erwartete Anzahl 2p
[nN]  Anzahl Anzahl
Subpopulation 1 214 0,0398
Kontrolle 60 15,4 22 44,6 38
MI-Patienten 154 39,6 33 114,4 121
Subpopulation 2 332 0,0131
Kontrolle 84 21,0 31 63,0 53
MI-Patienten 248 62,0 52 186,0 196
Subpopulation 3 332 0,0131
Kontrolle 84 21,0 52 63,0 53
KHK-Patienten 248 62,0 52 175,1 182

Abklrzungen: MI: Myokardinfarkt; Subpopulation 1: Patienten mit Lebensalter =60 Jahre;
Apolipoprotein B < 1,23 g/l; Lipoprotein (a) < 26,2 mg/dl; ohne Diabetes mellitus; Subpopulation 2:
Patienten mit Lebensalter = 60 Jahre; ohne Diabetes mellitus; ohne Nikotinabusus; Subpopulation 3:
Patienten mit Lebensalter = 60 Jahre; ohne Diabetes mellitus; ohne Nikotinabusus; Lipoprotein (a) < 26,2
mg/dl; 2p: Signifikanzniveau
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4 Diskussion

Entgegen den Erwartungen konnten die Ergebnisse der hier vorliegenden
Studie die wichtige Rolle des Rezeptors bei der Atheroskleroseentstehung nicht
stutzen. Die Verteilung der FcyRlla-Genotypen ergab in der Gesamtpopulation
in bezug auf das KHK - Risiko und dem KHK - Schweregrad keine signifikanten
Unterschiede. Auch die Untersuchung auf signifikante Unterschiede zwischen
Kontroll- und Studienkollektiv zeigten in bezug auf das Myokardinfarktrisiko
keinen Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und dem klinischen
Ereignis. Lediglich in wenigen Untergruppen konnte ein Zusammenhang
zwischen den Erkrankungen und dem FcyRlla R - Allel festgestellt werden.
Bei den Untergruppen handelte es sich um Niedrigrisikogruppen Aalterer
Patienten. Deren Risikoprofil war durch ho6heres Alter, Abwesenheit von
Diabetes, sowie erniedrigten Werten von Lp(a) und/oder Apo B charakterisiert.
Bei Patienten mit diesem Risikoprofil wirkte sich das Vorhandensein des
FcyRIlaR™! —Gens signifikant ungiinstiger auf das KHK- und das Herzinfarkt-

Risiko aus. Diese Subpopulationen von FcyRIla R*!

—Gentrager unterliegen
einem erhohten KHK- und  Myokardinfarktrisiko.  Beziglich  der
Gesamtpopulation konnte der Genpolymorphismus nicht als unabhangiger
Risikoindikator der KHK und des Myokardinfarktes nachgewiesen werden. Die
Bedeutung in der vorliegenden Untersuchung blieb somit reduziert auf wenige
Subpopulationen von alteren Probanden mit gunstigem KHK-Risikoprofil in
bezug auf den Diabetes mellitus und den Fettstoffwechsel.

Verfalschungen der Ergebnisse konnten durch mehrere unterschiedliche
Faktoren ausgeldst worden sein. Zum einen konnten die Genotypen durch
Fehler bei der Typisierung verschoben worden sein. Zum spezifischen
Nachweis des FcyRlla-Polymorphismus diente eine modifizierte PCR — SSP
Technik (Sequenzspezische Polymerasekettenreaktion) nach B.Flesch et al.
[41]. Die Methode ermdglicht einen spezifischen und schnellen Nachweis der
FcyRlla — Genotypen. Im Gegensatz zu anderen bisher vero6ffentlichten
Methoden basiert diese Methode auf einer einstufigen PCR-Reaktion. Andere
PCR-SSP-Techniken benétigen dagegen eine zweistufige PCR-Reaktion, in der
das primare PCR-Produkt in einer zweiten PCR-Reaktion reamplifiziert werden
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multe (,nested — PCR") [24; 85], um die Spezifitdt zu erhéhen. Dartberhinaus
wurde die Spezifitdt unserer Methode validiert, indem die Typisierung von
sequenzierter Standard-DNA mit bekanntem FcyRlla — Polymorphismus
(homozygot HH'®' oder RR'®) als Kontrolle stets mitgefiihrt wurde [24]. Die
Ausfallguote der PCR-SSP lag sowohl bei der Kontrollgruppe als auch bei dem
Patientenkollektiv unter der allgemein akzeptierten Grenze von 5%
(vergleichbar). Verfalschungen durch Fehltypisierung erscheinen somit
unwahrscheinlich.

Dartiber hinaus kénnte es aufgrund von Fehlern bei der Erstellung der
Studienpopulation zu Genfrequenzverschiebungen gekommen sein. Die
Tatsache, dafl} die Genotypverteilungen in der Gesamtpopulation und in den
Untergruppen stets im Einklang mit dem Hardy — Weinberg - Gleichgewicht
standen, sprechen gegen diese Vermutung. Zudem ist das untersuchte
Kollektiv mit 2901 Probanden eines der grofReren Kollektive, die auf genetische
Varianten untersucht wurden. Die Wahrscheinlichkeit eines statistischen
Fehlers erster oder zweiter Ordnung ist damit bei dem untersuchten Kollektiv
kleiner als bei anderen Kollektiven. Die meisten Untersuchungen zum
FcyRlla HR™! - Polymorphismus sind sehr klein und arbeiten zum Teil mit
weniger als 50 Probanden [20; 85; 92; 97]. Bei kleinen Kollektiven haben
zuféllige Fehler einen starkeren Einflu® auf das Ergebnis und kénnen dadurch
zu falschen Schlussfolgerungen fuhren.

Die Validitat des Studienkollektives konnte mit Hilfe verschiedener Parameter
bewiesen werden. In bezug auf die Altersabhéngigkeit der KHK und des
Myokardinfarktes wurden reprasentative Daten erhoben (Abschnitt 3.2.1.1). Der
Schweregrad der KHK stieg mit dem Alter der Patienten. Dies ist durch die
Tatsache zu erklaren, dal3  Atherosklerose eine fortschreitende
Systemerkrankung ist. Beim Uberleben eines Akutgeschehens nimmt der
pathologische Mechanismus weiter zu und greift auf andere Gefal3abschnitte
Uber. Zusatzlich zeigte sich im Studienkollektiv ein signifikanter Zusammenhang
zwischen KHK-Schweregrad und Myokardinfarkt (Abschnitt 3.2.1.2). Die
Infarktrate war umso hoher, je ausgepragter die KHK war (Abbildung 9).
Zusatzlich wurde gezeigt, dal sowohl der Gensini Score als auch die

konventionelle Einteilung auf die Population anwendbar waren und eine
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signifikante Korrelation aufwiesen (Abbildung 10 bis Abbildung 13). Ebenfalls
wichtig fur die Validitat des Kollektives war, daf3 die etablierten Risikofaktoren
innerhalb der Population einen signifikanten Einflu3 auf die Erkrankung hatten.
Dies ist in den untersuchten Gruppen der KHK- und Herzinfarktpatienten der
Fall (3.2.1.4).

Kritisch anzumerken ist jedoch, dal® sich die Alterstruktur von Kontroll- und
Studienkollektiv unterschied. Der Mittelwert des Alters in Jahren war bei der
Kontrollgruppe mit 55,2 niedriger als in der Gesamtpopulation mit 60,6 (siehe
Abschnitt 3.2.1.1). Eine Einflussnahme des Alters auf das Ergebnis ist somit
nicht sicher auszuschliel3en.

Fur die Detektion der Erkrankungen wurde der Fragebogen nach Rose
verwendet [99] (siehe 6.3.1). Dieser Fragebogen ist eine international
anerkannte und oft verwendete Methode zur Identifikation einer Klinisch
manifesten koronaren Herzkrankheit, eines stattgefundenen Myokardinfarktes
und einer arteriellen VerschlufZkrankheit [30]. Er ist ein Mittel zur Objektivierung
der Diagnose, der eine hohe Spezifitdt (68%) und gute Sensitivitdt (66%)
aufweist [99].

Verschiebungen der Studienergebnisse kdnnten, wie auch bei der Studie von
Mollaki et al. [82] dadurch hervorgerufen worden sein, dal3 ausschlie3lich
Myokardinfarktpatienten in die Studienpopulation einbezogen wurden, die den
Myokardinfarkt Uberlebt hatten. Patienten mit einem letalen Ausgang des
Infarktgeschehens wurden nicht in die Studienpopulation aufgenommen. Bei
Einbeziehung dieser Patienten hatte man alle in den Studienzeitraum am
Herzinfarkt verstorbenen Patienten in die Studie einbeziehen missen. Bei
hospitalisierten Patienten mit letalem Ausgang des Infarktgeschehens wére nur
durch die Zustimmung der Angehdrigen eine Probenentnahme mdglich
gewesen. Eine Zustimmung waére jedoch nur in den wenigsten Féallen zu
erlangen gewesen. In jedem Fall sind die Patienten, die nicht mehr hospitalisiert
wurden, nicht in das Kollektiv eingegangen. Nur bei einem représentativen
Verhéltnis zwischen uberlebten und letal verlaufenen Myokardinfarkten kann
man Verschiebungen sicher ausschlieen. Um eine zusatzliche Verzerrung des

Kollektives durch ein falsches Verhaltnis zwischen Uberlebten und letalen
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Infarkten zu vermeiden, wurde auf die Einbeziehung der Patienten mit einem
letalen Myokardinfarkt verzichtet.

Eine weitere Einschrdnkung des Studiendesigns koénnte durch den
Studienaufbau entstanden sein, der eine retrospektive und keine prospektive
Untersuchung beinhaltet. Im Vergleich zur Studie von Mollaki et al. [82] zeigen
sich jedoch die gleichen Einschrankungen. Eine Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen Atherosklerose und dem FcyRezeptors lla HR™! —
Polymorphismus erscheint somit in einer Studie mit prospektiven Design und in
anderen Populationen als sinnvoll. Zusatzlich zum prospektiven Design sollten
weitere Studien funktionelle Tests enthalten. Die in mehreren Publikationen
beschriebenen niedrigeren IgG, Spiegel bei Individuen mit dem FcyRlla HH™*
Genotyp werden auf eine vermutete erhdhte Immunkomplexclearance
zuriickgefuhrt [87]. Da diese Vermutung in verschiedenen Publikationen [24] als
Schliussel zur Pathogenese der Thrombose angenommen wird, konnte die
Immunkomplexclearance mittels markierter Antikorper bei allen Genotypen
gemessen werden. Zuséatzlich ware die Erforschung der Rolle des FcyRlla in
der Atherosklerose mit Hilfe von knock out-Tiermodellen des FcyRIla moglich.
Der Vergleich von Mutanten zum Wildtyp kénnte Hinweise auf die Rolle des

FcyRlla in der Pathogenese geben.

4.1 Bedeutung des FcyRezeptors IIa HR"' —
Genpolymorphismus fiir die Atherosklerose

Eine Studie, die einen protektiven Faktor des FcyRezeptors lla H*!-Allels bei
der peripheren Atherosklerose zeigt, wurde 2004 von van der Meer et al.
verdffentlicht [129]. Im Vergleich zu homozygoten FcyRezeptor lla RR™! -
Tragern hatten Probanden mit einem oder zwei FcyRezeptors lla H™! - Allelen
signifikant weniger periphere Atherosklerose. Dieser Effekt war unabhangig von

den traditionellen Risikofaktoren der Atherosklerose.



74

411 Bedeutung des FcyRezeptors Ila HR" - Genpolymorphismus

fiir die koronare Herzkrankheit und den Myokardinfarkt

Bis zum jetzigen Zeitpunkt (Juli 2005) liegt ausser der Publikation, die auf
Ergebnissen dieser Arbeit beruht [45], lediglich eine weitere publizierte Studie

zur potentiellen Assoziationen des FcyRezeptors lla HR™*

- Polymorphismus
mit der koronaren Herzkrankheit oder dem Myokardinfarkt vor [82]. Bei dieser
Studie wurden lediglich Myokardinfarktpatienten untersucht, die diesen Uberlebt
hatten. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem FcyRezeptors lla HR! —
Genpolymorphismus und dem Auftreten eines Myokardinfarktes gefunden
werden. Etliche Studien beschéftigten sich jedoch mit der Bedeutung des
FcyRlla in bezug auf atherosklerotische Veranderungen [22; 90; 94; 131] und
dessen Mitwirkung im Rahmen thromboembolischer Prozesse [86; 100] (siehe
Abschnitt 4.3.2.).

Ebenso wie die FcyRlla Expression auf Monozyten [90] stieg die Expression
des Rezeptors in atherosklerotischen Plaques in Korrelation zur Atherosklerose
[94]. Die Expression in den atherosklerotischen Plaques steigt zunehmend mit
einer bestehenden Chlamydieninfektion [131], die weiterhin als potentielle
Ursache der Atherosklerose diskutiert wird [4; 32; 138]

Zusatzlich zeigte sich eine Vermehrung von FcyRlla auf Thrombozyten bei
diabeteskranken Koronarpatienten und die erhohte Aggregationsfahigkeit in
Abhangigkeit von der Anzahl des Rezeptors [100]. Die Aktivierung der
Thrombozyten durch FcyRlla Vermittlung erfolgte nicht nur durch
Immunkomplexe, sondern konnte auch durch Thrombin allein induziert werden

[86]. Zur Bedeutung des FcyRezeptors lla HR™*

— Polymorphismus im Rahmen
von verschiedenen Erkrankungen wie Infektionen [18]; autoimmunologischen
Erkrankungen [107] und der Heparin induzierten Thrombozytopenie (HIT) [14;
24; 33] wurden mehrere Publikationen veroffentlicht. Diese zeigten eine
wichtige klinische Relevanz des Polymorphismus bei den Erkrankungen (siehe
Abschnitt 4.4.2).

Die Erkenntnisse zur Bedeutung des FcyRezeptors lla fur die Atherosklerose
sowie die Kklinische Relevanz des FcyRlla — Polymorphismus und die Bedeutung

des FcyRlla — Polymorphismus im Rahmen anderer Erkrankungen, legten die
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Vermutung nahe, dall eine Beziehung zwischen dem FcyRlla-—
Polymorphismus und der Atherosklerose bestehen kdnnte. Erklarungsmodelle
fur die Korrelation des FcyRlla— Polymorphismus mit den untersuchten
Erkrankungen konnten auch auf einen moglichen Zusammenhang mit der
Atherosklerose  Ubertragen werden. Die beschriebene verminderte
Immunkomplexclearance des FcyRlla R Genotyps (siehe 4.4.2), kénnte
ahnlich wie bei der HIT zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit der
Thrombozytenaggregation durch FcyRIla [24] und somit zu einer erhfhten
Neigung zur Atherothrombose flhren.

Zusatzlich dazu ergab sich bei der unterschiedlichen Bindungsfahigkeit der
verschiedenen Genotypen fir CRP und dessen Bedeutung in der
Atherosklerose weitere EinfluBmdglichkeiten des FcyRlla — Polymorphismus
[98; 101] in der Atheroskleroseentstehung (siehe auch 4.3.2 und 4.4.1). Es
zeigte sich insbesondere die Bedeutung von CRP im Rahmen der
Plaguedestabilisation, die uber FcyRlla vermittelt wird [139]. Da die CRP-
Bindung genotypabhangig unterschiedlich ist [119], kdnnte der Polymorphismus
auch so einen Einflull auf die Progredienz der koronaren Herzkrankheit
nehmen. Studien zu diesem mdglichen Zusammenhang liegen zur Zeit nicht vor
(Juli 2005).

4.2 Klinische Bedeutung der Fcy - Rezeptoren

Fcy - Rezeptoren sind Rezeptoren fur den konstanten Fc-Teil von
Gammaimmunglobulinen [42]. Es sind drei verschiedene Untergruppen
bekannt: Fcy- Rezeptor| (FcyRl), Fcy- Rezeptorll (FcyRIl) und Fcy-
Rezeptor 1l (FcyRIIl). FcyRI bindet monomeres Immunglobulin G, FcyRIl und
FcyRIIl kdnnen nur mit Immunkomplexen reagieren [126]. Alle Interaktionen
eines Antigen-Antikorperkomplexes mit der zellularen Abwehr entstehen durch
die Bindung des Komplexes an Fc - Rezeptoren [96].

Interaktionen zwischen Antigen-Antikdrperkomplexen und der zellularen
Immunabwehr verursachen verschiedene Arten von Immunantworten [96].

Unter anderem kommt es durch die Stimulation von Effektorzellfunktionen zu
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Mastzelldegeneration, Phagozytose, Lymphozytenproliferation und
Antikorpersekretion [42; 96; 126].

Es gibt mehrere Maoglichkeiten, wie Fc - Rezeptoren am Prozess der
Atheroskleroseentstehung beteiligt sein kdnnen [90]. Wéahrend der ablaufenden
Immunreaktion binden ebenfalls zirkulierende Immunkomplexe an die Fc -
Rezeptoren. Dadurch kann die Produktion von proteolytischen Enzymen und
anderen proteolytischen Substanzen verstarkt werden [42; 102]. Zusatzlich
konnen die Rezeptoren durch die Bindung an oxidierte Low-density-
Immunkomplexe sowie C-reaktives Protein (CRP) in den inflammatorischen
Prozel3 eingreifen [10; 83; 119]. Es gibt viele Hinweise darauf, dal} besonders
die Fcy- Rezeptor vermittelte Immunclearance eine Rolle in der
Atheroskleroseentstehung spielt [90]. Genauere Untersuchungen zu der Rolle
der Fc - Rezeptoren in der Atherosklerose wurden vor allem in bezug auf die
Rolle des FcyRII veroffentlicht [22; 90; 94].

4.3 Klinische Bedeutung des FcyRezeptors Ila

4.3.1 Allgemeine klinische Bedeutung des FcyRezeptors Ila

Unterschiede des FcyRIl im Vergleich mit anderen FcyRezeptoren zeigen sich
in vielerlei Hinsicht. FcyRIl sind mal3gebend an der Phagozytose beteiligt und
kobnnen Signale zur Phagozytose von Leukozyten aussenden [1]. Zusétzlich
sind sie ebenfalls in der Lage, in Abwesenheit anderer FcyRezeptoren
Immunkomplexe zu binden und die Phagozytose einzuleiten [61]. Zellen mit
ausschlief3lich FcyRI scheinen dazu nicht in der Lage zu sein [61]. Die Bindung
von Immunglobulin G, (IgG2) Immunkomplexen ist ebenfalls ausschliel3lich tber
FcyRII moglich [40]. Des weiteren ist es durch FcyRIl mdglich, die Aktivierung
anderer FcyR-Klassen zu modulieren. Dies ist unter anderem bei der FcyRIlI-
Funktion auf polymorphkernigen Neutrophilen der Fall [134]. Dabei stellt
FcyRlla den priméren Signalvermittler fur FcyRIllb dar. Die FcyRlllb-
Signalvermittlung wird nach Kolokalisation mit FcyRlla-Molekullen innerhalb des

hydrophoben Anteils der Membran von dem Effektor der FcyRlla-Molekiile
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vorgenommen, wodurch es zur Aktivierung des polymorphkernigen

Neutrophilen kommt [27].

4.3.2 Klinische Bedeutung des FcyRezeptors Ila im Rahmen der

Atherosklerose

Verschiedene Arbeiten, die sich direkt mit der Rolle des FcyRIlla und
Atherosklerose beschaftigen, wurden veréffentlicht [22; 90; 94; 131]. Pfeiffer et
al. fanden bei Patienten mit schwerer Atherosklerose eine signifikat erniedrigte
FcyRIla-Expression auf peripheren Monozyten [90]. Zusétzlich liel3 sich eine
signifikante Korrelation zwischen HDL-Cholesterin Serumkonzentration und der
Dichte der FcyRlla - Rezeptoren auf peripheren Monozyten feststellen [90].
Daraufhin wurde vermutet, dal3 die FcyRlla-Expression durch intrazellulares
Cholesterol oder tUber Signale der HDL - Rezeptoren reguliert wird. Genauere
Erklarungsmodelle liegen noch nicht vor. Eine gleichzeitige Untersuchung der
FcyRI-Expression auf peripheren Monozyten ergab zwischen Kranken- und
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede [90].

Die Publikation von Pfeiffer et al. wurde durch eine Arbeit von Ratcliffe et al.
erganzt, die sich mit der Detektion von Fcy - Rezeptoren in atherosklerotischen
Plaques beschaftigte [94]. FcyRlla konnte in atherosklerotischen Plaques
sowohl drtlich gehauft, als auch diffus verteilt nachgewiesen werden. Das
gehaufte Auftreten weist auf FcyRlla positive Zellen, die diffuse Verteilung auf
gelbste Rezeptoren hin [94].

Gesunde Endothelzellen sind keine Trager von FcyRezeptoren lla. Geschadigte
oder infizierte Endothelzellen sind jedoch zur Expression des Rezeptors in der
Lage [104]. Es konnte gezeigt werden, dal3 eine Chlamydieninfektion, vielfach
im Rahmen der Atheroskleroseentstehung genannt, diese Expression triggern
kann. Eine Induktion der Expression von anderen FcyRezeptoren konnte nicht
beobachtet werden [131].

Ein weiteres Augenmerk wurde auf die Bedeutung von FcyRlla auf
Thrombozyten gelegt [23; 26; 100]. FcyRlla stellt auf Thrombozyten den

einzigen Rezeptor fur IgG dar [61]. Bereits 1987 wurde von Rosenfeld et al.
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[100] eine variable Anzahl von FcyRIla Molekilen auf Thrombozyten gefunden.
Die Hohe der Expression korrelierte mit der Thrombozytenaggregation, die
durch Immunkomplexe hervorgerufen wurde [100]. Eine signifikante Erhdhung
der Expression von FcyRlla zeigte sich auch bei Patienten mit
thromboembolischen Prozessen [26].

Im Rahmen einer Plaquedestabilisation fuhrt die kollagenvermittelte
Thrombozytenaktivierung zu einem koronaren Thrombus [22]. In neueren
Untersuchungen wurde neben der antikdrperbasierten Aktivierung auch die
Aktivierung durch Thrombin beschrieben [86]. Durch den gebildeten Thrombus
kam es zur Auspragung der fur die Atherosklerose typischen Klinischen
Symptomatik. Studien haben die Rolle des FcyRlla in diesem Prozel3 bestatigt
[22]. Eine signifikante Expressionserhéhung von FcyRlla konnte bisher nur bei
Koronarkranken mit Diabetes mellitus festgestellt werden [22]. Bei Diabetikern
wurde zudem eine erhdhte Expression von FcyRlla gefunden und dieses als
Ursache flr eine thrombozytare Hypersensitivitat gewertet [23].

Williams et al. [139] veroffentlichten eine Studie zur Bedeutung von CRP und
FcyRIl  wahrend der Plaquedestabilisation. CRP  stimulierte  die
Matrixmetalloproteinase 1 (MMP1) Uber FcyRIl und scheint somit die
Plaquevulnerabilitat zu fordern. Ob der FcyRIla HR'*®' Polymorphismus und die
beschriebenen verschiedenen Bindungskapazitaten fur CRP [119] dabei eine

Rolle spielen, wurde bisher noch nicht untersucht.

4.4 Klinische Bedeutung des Fcy- Rezeptors Ila HR"' -

Polymorphismus

4.4.1 Funktionelle  Bedeutung des  FcyRezeptors IIla HR™ -
Polymorphismus

Der FcyRlla - Polymorphismus spielt bei verschiedene Funktionen des

Rezeptors eine grofRe Rolle. Die Bindung von 1gG, Immunkomplexen ist

ausschlieBlich tiber FcyRIla méglich [40]. Individuen mit einem FcyRlla HH!

Genotyp haben einen niedrigeren IgG, Spiegel im Serum, was auf einen
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hoheren Turnover der Immunkomplexe zurtckgefuhrt wurde [87]. Es wurde
ebenfalls gezeigt, daR® Neutrophile mit dem Genotypen FcyRIla HH*! durch
IgG, opsonierte Bakterien deutlich besser phagozytieren als Neutrophile mit
dem Genotypen FcyRIla RR¥L[106; 110]. Zusétzlich dazu zeigten sich
ebenfalls verminderte Phagozytoseraten beim Genotypen FcyRlla HR™! [109].
AusschlieBlich Zellen mit dem homozygoten Genotyp HH®! sind zur IgG,-
Immunkomplexbindung in ausreichendem Malf3e beféahigt [135].

Dartiber hinaus ist die CRP - Bindung (c-reaktives Protein) vom Genotypen
abhangig. FcyRIla R*! ist der Hauptrezeptor fiir CRP. Die vermehrte Bindung
von CRP hat ebenfalls negative Auswirkungen auf die Bindungsfahigkeit von
Immunkomplexen. Unter inflammatorischen Bedingungen wird jedoch die CRP -
Bindung sowohl der CRP- als auch des FcyRIla R*™! hochreguliert [119].

4.4.2 Klinische Bedeutung des FcyRezeptors ITa HR™ -

Polymorphismus

Es wurden bereits mehrere Erkrankungen auf eine Korrelation mit dem
FcyRlla HR™! - Genpolymorphismus untersucht [127; 128]. Im einzelnen wird
die Assoziation zu infektiosen Erkrankungen, autoimmunologischen und
thromboembolischen Erkrankungen ndher beschrieben.

Infektiose Erkrankungen:

Aufgrund  der unterschiedlichen 1gG,-Bindungsfahigkeit wurde  der
Polymorphismus im Hinblick auf bakterielle Infektionen untersucht [128].
Bredius et. al. [18] zeigten eine héhere Anzahl Uberlebender Kinder mit dem
Genotyp FcyRIla RR'™ nach fulminanter Meningokokkensepsis. Dieses
Ergebnis wurde als Pravalenz fur die Entwicklung einer Sepsis im Rahmen
einer Meningokokkeninfektion bei FcyRIla RR™! - Tragern gesehen. Zusatzlich
zeigten andere Studien ebenfalls einen Vorteil des FcyRlla HH'®' bei der
Bekampfung von Infektionen [40].

Autoimmunologische Erkrankungen:

Bereits in den achtziger Jahren wurden Fc - Rezeptor Dysfunktionen im
Rahmen von autoimmunologischen Erkrankungen beschrieben [57; 68; 72]. Als

Prototyp der Autoimmunerkrankung mit zirkulierenden Immunglobulinen wird
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der systemische Lupus erythomatodes (SLE) bezeichnet [107]. Bei dieser
Erkrankung zeigte sich der Genotyp FcyRlla RR™! als Risikofaktor mit
pathophysiologischer Bedeutung. Insbesondere bei der Entstehung der Lupus
Nephritis scheint dieser eine Rolle zu spielen, da die Anzahl der Patienten mit
dem Genotyp FcyRIla RR™! in einer Studie von Duits et al. signifikant hoher
war [35]. Des weiteren zeigte sich in einer folgenden Studien von Salmon et al.
eine deutlich geringere Anzahl an Patienten, wenn der homozygote
FcyRlla HH™! — Genotyp vorlag [107]. Sowohl FcyRlla RR™® als auch
FcyRlla HR'™® scheinen eine schlechtere Immunkomplexclearence und damit
ein hoheres Risiko fur Immunkompexablagerungen zu haben [107]. Damit
zeigte sich FcyRlla HH™! als einzig protektiver Faktor fir die Lupus Nephritis.
Eine Metaanalyse mit Probanden européischer Herkunft Gber die Assoziation
zwischen SLE und den FcyRlla-Varianten blieb jedoch ohne signifikantes
Ergebnis [76], so daR der FcyRIla HR™! - Genpolymorphismus als genetischer
Risikofaktor fur den SLE ausgeschlossen wurde. Zusatzlich wurde eine
Metaanalyse aller Studien, die sich mit SLE und Nephritis in Bezug auf den
FcyRlla-Genort beschaftigt haben, durchgefiihrt [76]. In diesen Studien, die der
Metaanalyse zugrunde lagen, wurden zum Teil Assoziationen mit dem Genotyp
FcyRlla RR'**gefunden. Bei bestehender Erkrankung kénnte somit der
Schweregrad der klinischen Manifestation vom Genotyp abhangig sein [76].
Wahrend in einer Studie von Taylor et al. [122] bei sichelkranken Menschen
keine Assoziation zwischen cerebraler Ischdmie durch thromboembolische
Prozesse und dem FcyRlla HR™ - Polymorphismus nachgewiesen werden
konnte, zeigte sich in einer Studie von Schallmoser et al. [113] eine verminderte
Anzahl von FcyRlla RR™ Tragern bei Lupus anticoagulans Patienten mit einer
thromboembolischen Komplikation.

Thromboembolische Erkrankungen:

Die Heparin induzierte Thrombozytopenie (HIT) ist durch eine FcyRlla
vermittelte Thrombozytenaggregation charakterisiert [93]. Eine Heparintherapie
kann unter verschiedenen Umstanden die Bildung von Antikérpern triggern, die
gegen  Heparin/Thrombozytenproteinkomplexe  gerichtet sind.  Diese

Immunkomplexe kdnnen, vermittelt durch den FcyRlla der Thrombozyten, eine



81

Thrombozytenaktivierung auslosen [2; 25; 69]. Bei den Untersuchungen zur HIT
zeigten Studien mit hoherer Fallzahl einen signifikanten Zusammenhang
zwischen FcyRlla R und der Erkrankung [14; 24; 33]. Allerdings gab es auch
Studien mit geringen Fallzahlen, die keinen Zusammenhang erkennen liel3en.
In der von Lehrnbecher et al. [76] publizierten Metaanalyse zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang. Carlsson et al. [24], mit dem grof3ten

untersuchten Kollektiv konnte FcyRIla HH'3!

als einen protektiven Faktor
identifizieren. Es wurden die Genotypen von HIT-Patienten mit Patienten mit
Thrombozytopenie und thromboembolischen Prozessen anderer Genese und
gesunden Blutspendern verglichen. In den beiden Kontrollgruppen war keine
unterschiedliche Genverteilung zu beobachten. Die Anzahl der HIT-Patienten
mit einem homozygoten Genmuster wichen jedoch von den Kontrollkollektiven
ab. Die homozygote Form FcyRlla RR™ war iberdurchschnittlich haufig, die

H'3! war Uberdurchschnittlich selten im Kollektiv

homozygote Form FcyRllaH
der HIT-Patienten vertreten.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Vermutung geaulert, dald Patienten mit
dem Genotyp FcyRlla HH™! mit einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit an einer
HIT erkrankten als FcyRlla RR™! — Homozygote. Als Ursache fiir die geringere
Erkrankungshaufigkeit wurde, wie bei der SLE, eine beschleunigte
Immunkomplexclearance vermutet. Rezeptoren mit dem Genotyp FcyRIla RR™
haben eine deutlich schlechtere Fahigkeit, Immunkomplexe zu binden. Aus
diesem Grund wurde bei Tragern des Genotyps FcyRlla RR™ vermutet, daR
durch die verlangsamte Eliminiation der Immunkomplexe im Blut ein hoheres
Risiko fiur die Thrombozytenaktivierung bestand, die zu den geflirchteten
Thrombosen bei einer HIT fihrte.

Eine Metaanalyse beider Studien, die sich mit der Idiopathisch
Thrombozytopenischen  Purpura (ITP) beschéaftigen, zeigte keinen
Zusammenhang zwischen der Erkrankung und dem FcyRIlla HR™! -
Genpolymorphismus [140]. Eine der beiden Studien [140] zeigte jedoch einen

signifikant hoheren Anteil an FcyRezeptors lla RR*!

— Tragern in der Gruppe
der ITP —Kranken und vermutete einen Zusammenhang zwischen der

verminderten Clearancerate und der Krankheitsentstehung [76; 140].
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6.3 Zusatzmaterial

6.3.1 Fragebogen nach Rose [99]:

Questionnaire

Section A: Effort pain

Have you ever had any pain or discomfort in your chest?

(Yes/No)

If no, have you ever had any pressure or heaviness in your chest?
(Yes/No)

If no, proceed to Section B. If yes, ask next question.

If during the remainder of Section A an answer is recorded in a box marked (*),

proceed to Section A (Optional) without asking any more Section A questions.

Do you get it when you walk uphill or hurry?
Yes (if either walking uphill or hurrying causes pain or discomfort)
No (*)

Never hurries nor walks uphill

Do you get it when you walk at an ordinary pace on the level?
(Yes/No)

If yes to either of the last two questions, ask

What do you do if you get it while you are walking?
Stop or slow down + if subject carries on after taking nitroglycerin

Carry on (*)

If you stand still, what happens to it?
Relieved

Not relieved
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How soon?
10 minutes or less

More than 10 minutes

Will you show me where it was?
Sternum (upper or middle)
Sternum (lower)

Left anterior chest

Left arm

Other

Did you feel it anywhere else?

If yes, record additional information above

Section A (optional)

Have you had this pain or discomfort more than three times?
If no, proces to Section B

Does any other kind of exertion bring it on?
Excitement? (Yes/No)

Stooping? (Yes/No)

Eating? (Yes/No)

Breathing? (Yes/No)

Cold wind? (Yes/No)

Coughing? (Yes/No)

Is it worse if you have a chest cold or cough?
(Yes/No)

Would you describe it as a pain or discomfort?
Pain

Discomfort
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Would any of these words describe the sensation?
Heaviness? (Yes/No)

Burning? (Yes/No)

Tightness? (Yes/No)

Stabbing? (Yes/No)

Pressure? (Yes/No)

Section B

Have you ever had a severe pain across the front of your chest lasting for half
an hour or more?

(Yes/No)

If yes, ask

How many of these attacks have you had?

Have you ever had an electrical recording of your heart performed?
Where? / When?

Did you see a doctor because of this pain?
(Yes/No)
If yes, what did he say it was?

Section C

If an answer is recorded in a box marked (*), no further questions need be

asked.

Do you get pain in either leg on walking?
(Yes/No (*))

Does this pain ever begin when you are standing still or sitting?
(Yes (*)/No)
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In what part of your leg do you feel it?
Pain includes calf / calves
Pain does not includes calf / calves (*)

If calves not mentioned, ask “anywhere else”?

Do you get it when you walk uphill or hurry?
Yes

No (*)

Never hurries or walk uphill

Do you get it when you walk at an ordinary pace on the level?
(Yes/No)

If yes to either of the last two questions, ask

Does the pain ever disappear while you are still walking?
(Yes (*)/No)

What do you do if you get it when you are walking?
Stop or slacken pace
Carry on (*)

What happens to it if you stand still?
Relieved
Not relieved (*)

How soon?
10 minutes of less
More than 10 minutes
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6.4 Zusammenfassung

In der hier vorgestellten Studie sollte der mogliche Zusammenhang zwischen
Atherosklerose und dem Polymorphismus H/R'**' am FcyRezeptor lla Uiberpriift
werden. Mehrere Ursachen der Atheroskleroseentstehung sind bereits bekannt,
jedoch sind viele der Atherosklerose zugrundeliegenden pathophysiologischen
Mechanismen noch nicht bzw. noch nicht vollstandig erforscht. Der
Polymorphismus am FcyRezeptor lla ist klinisch relevant. Abhangig vom
Genotyp gibt es verdnderte Bindungsfahigkeiten fir Immunglobuline.
Verschiedene Erkrankungen wurden mit dem Polymorphismus in
Zusammenhang gebracht. Besonders Erkrankungen mit verstarkter Gerinnung
und verminderter Immunabwehr sind von klinischer Bedeutung. Bei der
Atheroskleroseentstehung spielen Gerinnungsveranderungen und
autoimmunologische Prozesse ebenfalls eine wichtige Rolle. Die
Studienpopulation setzte sich aus einem Kontroll- und einem Fallkollektiv
zusammen. Es wurden insgesamt 3077 Probanden untersucht. Das
Kontrollkollektiv machte 535 Probanden, das Fallkollektiv 2542 Patienten aus.
Bei den Probanden wurde auf3er der Genotypbestimmung mittels PCR auch
Untersuchungen vorgenommen, die eine Abschatzung des Risikos fir eine
koronare Herzerkrankung moglich machen. Die statistischen Untersuchungen
wurden mit Hilfe von SPSS vorgenommen. Entgegen den Erwartungen konnten
die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie die wichtige Rolle des Rezeptors
bei der Atheroskleroseentstehung nicht stitzen. Die Verteilung der FcyRlla-
Genotypen ergab in der Gesamtpopulation in bezug auf das KHK — Risiko, dem
KHK - Schweregrad und dem Myokardinfarktrisiko keine signifikanten
Unterschiede. Lediglich in wenigen Untergruppen konnte ein Zusammenhang

zwischen den Erkrankungen und dem FcyRlla R™®*

- Allel festgestellt werden.
Bei diesen Untergruppen handelte es sich um Patienten héheren Alters mit
einem niedrigen Atheroskleroserisiko. Die Bedeutung des Polymorphismus ist
in dieser Population fur die Atherosklerose von untergeordneter Bedeutung.
Eine Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Atherosklerose und dem
FcyRezeptors lla HR™ — Polymorphismus erscheint jedoch in einer Studie mit

prospektiven Design und in anderen Populationen als sinnvoll.
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6.5 Summary

Atherosclerosis, the primary cause of heart disease, is characterized by a non-
specific local inflammatory process which is accompanied by a systemic
response. Fcy receptors (FcyR), of which there are three different classes
(FcyRlI, 1l and 1ll) and at least 12 subtypes, are cell surface effector molecules
that bind the Fc portion of immunoglobulin G (IgG) and therefore important
mediators of inflammation. Activation of FcyR can trigger immune complex
uptake and degradation, antibody-dependent cellular cytotoxicity, production of
superoxide anion, and secretion of pro-inflammatory active molecules. The
FcyRIla subclass which binds with high affinity to multivalent IgG immune
complexes could be demonstrated on monocytes, macrophages, granulocytes
and platelets. There is increasing evidence that FcyRlla plays a potential role in
atherothrombosis. Numerous FcyRlla positive cells were found in the
proliferative areas of atherosclerotic plaques and the levels of FcyRlla
expression were decreased on monocytes in patients with severe
atherosclerosis. Furthermore, platelet FcyRlla surface expression is increased
in patients with an acute coronary or cerebrovascular event.

Two FcyRlla isoforms (HRY) have been identified. Recently, the R'*!

allotype
of FcyRlla was identified as a high affinity receptor for C-reactive protein, which
seems to be directly involved in the pathogenesis of atherothrombosis. On the
basis of these observations, it was speculated that this dimorphism might have
an impact on the risk and extent of coronary heart disease. Therefore, the
impact of the FcyRIla HR'™' gene polymorphism on ischaemic heart disease
was analysed in 510 healthy men and 2391 male participants with coronary
angiography. The subpopulation of individuals who underwent coronary
angiography was divided into subjects without any angiographically detectable
coronary artery disease (CAD) or with coronary arterial stenoses less than 50%
and individuals with single, double or triple vessel disease. The severity of CAD
was also estimated by calculating the Gensini score. Acute myocardial
infarction (MI) were diagnosed according to criteria established by the World

Health Organisation. Genotyping was performed by an allele specific PCR. Data
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were evaluated by regression analyses with adjustment for established
coronary risk factors.

In the total sample and in all subpopulations, the frequencies of the
HR3! genotypes were in Hardy-Weinberg equilibrium. Established coronary risk
factors did not differ between FcyRIla HR! genotypes in the total study sample
and all subgroups. No associations were observed between the FcyRlla
HR3! polymorphism and the risks of CAD and MI. This observation applies to
the total sample and almost all low- and high-risk groups. Only when the study
sample was restricted to low-risk groups of older individuals, the FcyRlla
HR3' polymorphism was linked to the risk of CAD and MI. For example, the
FcyRlla R™! allele was overrepresented in patients with CAD and M| when the
total sample was restricted to older participants with favourable lipid profiles
(low apolipoprotein B and low lipoprotein (a)). Finally, in the total sample and in
almost all low- and high-risk-groups, the FcyRlla HR™! dimorphism was not
linked to the extent of CAD, defined either by the number of diseased vessels or
the Gensini score.

The present data indicate that the FcyRIla HR™! polymorphism might not be an
independent risk indicator of CAD and MI and that the impact of this gene
variation might be restricted to older individuals who are at low risk for this

disease.
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