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1.1. Arteriosklerose

Der Begriff Arteriosklerose wurde 1833 von Lobstein gepréagt und folgenderma-
Ben erklart: "Nom compose d'artere et de sclerosis, épaissement avec
induration” (zusammengesetzter Name aus Arterie und Sklerose, Kondensation
und Induration; Girndt 1994, Just et al. 1994). Die Arteriosklerose ist nicht nur
eine selbstandige Erkrankung, sondern ein Prozel3, der den Hauptanteil zur
Pathogenese des Myokardinfarktes, des ischamischen Hirninfarktes, und der
Gangran der Extremitaten beitragt (Fuster et al. 1996, Ross 1993). Die Arterio-
sklerose ist keine einheitliche Erkrankung. So gibt es keine generell akzeptierte
Definition. Heute wird der von Marchand gepragte Begriff Atherosklerose im
allgemeinen bevorzugt. Ein Nachteil dieses Begriffes liegt darin, dal3 das
Atherom und die Induration bei frihen Formen fehlen. Deshalb erscheint der
Begriff Arteriosklerose besser zu sein (Just et al. 1994).

Unter Arteriosklerose versteht man einen morphologischen Symptomenkom-
plex von Veranderungen der Gefalintima, bestehend aus oOrtlichen Ansamm-
lungen von Fetten, komplexen Kohlenhydraten, Blutbestandteilen sowie fibro-
sem Gewebe und Calcium, verbunden mit Veranderungen der Gefal3media.
Dies fuhrt zur Verdickung und Verhartung der Arterienwand (Hornbostel et al.
1992, Stobbe et al. 1996). Die funktionelle Abgrenzung der naturlichen
Alterung der Arterien mit fortschreitendem Elastizitatsverlust der Gefaliwand
von der krankheitserzeugenden Arteriosklerose ist schwierig (Hornbostel et al.
1992). Mit dem normalen Altern kommt es zu einer langsamen, anscheinend
kontinuierlichen symmetrischen Zunahme der Intimadicke. Die
Intimaverdickung entsteht durch eine diffuse Akkumulation von glatten
Muskelzellen und Bindegewebe, verbunden mit einer zunehmenden
Ansammlung von Lipiden (besonders Cholesterinester und Phospholipide).
Diese diffuse, altersbezogene Intimaverdickung muf3 von fokal diskret
aufgeworfenen fibrésen Plaques, einem charakteristischen Merkmal der
Arteriosklerose, unterschieden werden (Isselbacher et al. 1995).

Die pathophysiologischen Mechanismen, die zur Arteriosklerose fiihren, sind
komplex und werden in der Regel durch zahlreiche genetische Faktoren
(polygenetisch) sowie Umweltfaktoren beeinflul3t (multifaktorielles Geschehen;
Chamberlain et al. 1990, Gross et al. 1996, Miserez et al. 1995). Einige nur auf
einem einzelnen Gendefekt beruhende (monogenetische) Stérungen kénnen
allerdings durch Beeinflussung eines entsprechenden Risikofaktors zu einer
Beschleunigung der Arterioskleroseentwicklung fiihren, so dafl} andere Gene
oder Umweltfaktoren in den Hintergrund treten (Miserez et al. 1995). Der
Systemcharakter der Arteriosklerose bedingt eine hohe Koinzidenz des Befalls
mehrerer Stromgebiete, wie der koronaren, zerebralen, viszeralen und periphe-
ren Arterien (Hornbostel et al. 1992). Andererseits werden verschiedene
GefalR3e in verschiedenen Lebensaltern und in unterschiedlichem Ausmalf}
einbezogen (Isselbacher et al. 1995). Dabei kommt der koronaren
Herzkrankheit, synonym mit der ischamischen Herzkrankheit, eine besondere



Bedeutung zu, ist sie doch die haufigste Todesursache auf der Welt (Gross et
al. 1996).

1.1.1. Die koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit ist die Manifestation der Arteriosklerose an den
Koronararterien (Gross et al. 1996). Die koronare Herzkrankheit bezeichnet
eine akute oder chronische Stérung der Herzfunktion, die aus einem Mil3ver-
haltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des gesamten Myo-
kards oder bestimmter Myokardbezirke resultiert. In etwa 90% der Félle liegt
der Sauerstoffmangelversorgung eine stenosierende und/oder okkludierende
Arteriosklerose der extramuralen Herzkranzgefal3e zugrunde, in etwa 10% be-
steht eine hAmodynamisch wirksame Einengung des intramuralen Strombettes
(Stobbe et al. 1996).

Die koronare Herzkrankheit ist heute der zuverlassigste verfiigbare Indikator
fur eine Arteriosklerose (Isselbacher et al. 1995). In annahernd 95% der Falle
wird die koronare Herzerkrankung durch arteriosklerotische Gefal3veranderung
bedingt (Dieterich et al. 1993). Je nach Auspragungsgrad der Stenosen und
entsprechender Einschrédnkung der Koronarreserve (Fahigkeit einer Steigerung
der Durchblutung der KoronargefaRe zur Deckung eines erhdhten
Sauerstoffbedarfs unter Belastung; normalerweise um den Faktor 5; Stobbe et
al. 1996, Zink et al. 1990) kommt es zu den klinischen Bildern der Angina
pectoris und des Myokardinfarktes mit seinen moglichen Komplikationen wie
Herzinsuffizienz, maligne Herzrhythmusstérungen bis hin zum pl6tzlichen
Herztod (Stobbe et al. 1996).

1.1.2. Epidemiologie

Nach Angaben der WHO ist die koronare Herzkrankheit derzeit die haufigste
Todesursache auf der Welt (Gross et al. 1996). Die Pravalenz wird fir M&nner
mittleren Alters von der WHO mit 20%, die Inzidenz mit 1% pro Jahr angege-
ben (Stobbe et al. 1996). Die Inzidenz der koronaren Herzerkrankung hat
starke regionale Schwankungen (Gross et al. 1996). In den Vereinigten
Staaten ist die Mortalitat bei weilden Mannern im Alter von 35-55 Jahren 5mal
hoher als bei weil3en Frauen dieser Altersgruppe (Isselbacher et al. 1995).
Jenseits des 65. Lebensjahres gleichen sich die Mortalitatsziffern annahernd
an (Fuster et al. 1996). Nach Daten aus der Framingham-Studie ist die
Erstmanifestation der koronaren Herzkrankheit bei fast 50% der Manner ein
Myokardinfarkt, dagegen bei fast 48% der Frauen die Angina pectoris (Fuster
et al. 1996). Die Mortalitdt an der koronaren Herzkrankheit hat seit Mitte der
60er Jahre in den Vereinigten Staaten abgenommen, zur Zeit sinkt sie 3-4%
pro Jahr (Fuster et al. 1996, Gross et al. 1996). Auch in der Bundesrepublik
Deutschland sinken die Zahlen seit 1981 zwar langsam, aber stetig (Gross et
al. 1996).

1.1.3. Atiologie der Arteriosklerose



Die Ursachen der Arteriosklerose sind h&ufig komplexer Natur; sie kénnen
durch zahlreiche genetische Faktoren und Umweltfaktoren modifiziert werden
(Chamberlain et al. 1990, Hegele 1992, Lusis et al. 1992, Miserez et al. 1995).
Einige Stoffwechselkrankheiten fuhren zwar bereits im Kindesalter zur Arterio-
sklerose, in der Regel beansprucht ihre Entwicklung jedoch mehrere Jahr-
zehnte. Trotz der Komplexitdt atherogenetischer Mechanismen liel3en sich
anhand epidemiologischer Untersuchungen einzelne Parameter identifizieren,
deren verstarkte oder verminderte Auspragung das Arterioskleroserisiko erho-
hen (Chamberlain et al. 1990, Lusis et al. 1992, Miserez et al. 1995). Diese Ri-
sikofaktoren sind in der Tabelle 1 zusammengestellt (Isselbacher et al. 1995).

Risikofaktoren fur die Arteriosklerose

Mannliches Geschlecht

Eigenanamnese einer zerebrovaskularen Erkrankung oder einer peripheren arteriellen
VerschluRkrankheit

Familienanmnese einer vorzeitigen koronaren Herzkrankheit
(<55 Jahren bei Eltern oder Geschwistern)

Zigarettenrauchen (gegenwartig mehr als 10 Zigaretten taglich)

Hyperlipidamie (Hypercholesterindmie, Hypertriglyzeridamie)

Niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dI)

Hypertonie

Diabetes mellitus

Hyperinsulinismus

(Abdominale) Adipositas

Hohes Lipoprotein (a)

Tabelle 1: Risikofaktoren fur die Arteriosklerose

Die fruhzeitige Arteriosklerose scheint oft familiar aufzutreten (Chamberlain et
al. 1990, Goldbourt et al. 1994). Unter vielen Umstdnden kann sie der
Vererbung von Risikofaktoren wie der Hypertonie, dem Diabetes mellitus und
der Hyperlipidamie zugeschrieben werden (Isselbacher et al. 1995). Das
frihzeitige Auftreten eines Myokardinfarktes bei eineiigen Zwillingen im
Vergleich zu zweieiigen Zwillingen belegt eine genetische Pradisposition



(Chamberlain et al. 1990). Versteht man arteriosklerotische Erkrankungen als
komplex regulierte pathophysiologische Prozesse, die selbst bei ein und
demselben Individuum in verschiedenen Gefa3gebieten noch variieren kénnen,
so ist anzunehmen, dal3 sehr wahrscheinlich eine Vielzahl von Genen an
diesen Vorgangen beteiligt sind und die individuelle genetische Disposition
bestimmen. Es gibt kein "Arteriosklerose-Gen" (Goldbourt et al. 1986,
Schunkert et al. 1995). Eines der am aktivsten untersuchten Gebiete der
Arterioskleroseforschung ist der Lipoproteinstoffwechsel mit seinen beteiligten
Genen. Neben den am Lipoproteinstoffwechsel beteiligten Genen wurde fir
einige andere Genorte eine Assoziation zum Arterioskleroserisiko gefunden
(Goldbourt et al. 1986, Schunkert et al. 1995). In der Tabelle 2 sind die
Genorte, die mit dem Arterioskleroserisiko korrelieren oder die eine Krankheit
(mit)verursachen, die typischerweise zum frihzeitigen Auftreten einer
symptomatischen Arteriosklerose fiihrt, aufgefuhrt (Schunkert et al. 1995).

Gen Genetische Defekte/
Erkrankungen

Lipoproteinstoffwechsel
LDL-Rezeptor familidre Hypercholesterinamie
ApPOA-| HDL-Defizienz
ApoB familiar defektes ApoB
ApoE Typ-lll-Hyperlipoproteindmie
Apo(a) erhohtes Lipoprotein (a)
Lipoproteinlipase Chylomikronamie
saure Cholesterinesterhydrolase Cholesterinesterspeicherkrankheit
andere
Fibrinogen Myokardinfarkt
Cystathion-3-Synthase Homocysteinurie
Angiotensin-Konversionsenzym Myokardinfarkt

Tabelle 2: Genorte, die mit dem Arterioskleroserisiko korrelieren oder die eine
Krankheit (mit)verursachen, die typischerweise zum friihzeitigen Auftreten einer
symptomatischen Arteriosklerose fuhrt (LDL=Low-Density Lipoprotein, HDL=
High-Density Lipoprotein, Apo=Apolipoproteine)

Bisher sind ungefahr 500 Gene (fast 10% vom bisher katalogisierten
menschlichen Genom) mit kardiovaskularen Phanotypen assoziiert worden. So
ist es wahrscheinlich, dal3 bei der Entstehung aller kardiovaskuléaren
Erkrankungen mindestens ein genetischen Faktor beteiligt ist (Dietz et al.



1994). Es ist anzunehmen, daf? mindestens 100 Gene bei der Arterio-
skleroseentstehung beteiligt sind (Lusis et al. 1992).

Kandidatengene (ein Gen, dessen Assoziation mit einer dementsprechenden
Stérung nicht bewiesen ist bzw. welches wegen seiner Funktion eine Stérung
verursachen kann; Gallo et al. 1995, Miserez et al. 1995) sind Gene, deren
Proteinprodukte in folgenden Bereichen involviert sind: in der Lipoproteinstruk-
tur und im Lipoprotein- und Lipidmetabolismus, Kontrolle des Wachstums von
arteriosklerotischen Lasionen, Thrombogenese, Thrombolyse oder Fibrinolyse,
Regulation des Blutdruckes und der Koronardurchblutung und Proteinprodukte,
die in arteriosklerotischen Lasionen nachweisbar sind (Goldbourt et al. 1994).
Weiterhin sind genetische Polymorphismen innerhalb der zellularen und mole-
kularen Prozesse in arteriosklerotischen Lasionen (Wachstumsfaktoren, Zyto-
kine, Adhasionsmolekile und Enzyme) zu erwarten (Fuster et al. 1996). Ab-
hangig von den hervorgerufenen Verdnderungen kénnte es zu einer Schutzwir-
kung oder zu einer Préadisposition fur die Entwicklung einer Arteriosklerose
kommen. Polymorphismen der Adhé&sionsmolekile kdnnten die Bindung der
Leukozyten oder Thrombozyten an das Endothelium verstarken und die Pro-
gression der Lasionen bewirken (Lusis et al. 1992). In der vorliegenden Studie
wird ein moéglicher DNA-Polymorphismus im endothelialen leukozytaren Adhéa-
sionsmolekil-1 (E-Selektin, ELAM-1) untersucht.

Die familidre Hypercholesterinamie wird durch Defekte im Low-Density-Lipo-
protein(LDL)-Rezeptor-Gen verursacht und fuhrt heterozygot und homozygot
zur Cholesterinerh6hung (heterozygot zwei- bis dreifach, homozygot sechs- bis
zehnfach). Eine der haufigsten familidren Hyperlipoproteindmien ist die fami-
lilre gemischte Hyperlipidamie, die wahrscheinlich durch eine Uberproduktion
Apolipoprotein(Apo)-B-haltiger Partikel verursacht wird. Die Patienten der be-
troffenen Familien haben einen wechselnden Lipoprotein-Phanotyp mit Hyper-
cholesterindmie und/oder Hypertriglyzeriddmie. Eine Kopplung mit dem ApoA-
I/C-1I/A-1V-Locus auf Chromosom 11 ist nachgewiesen worden (Schunkert et
al. 1995). HDL-Mangelsyndrome, die durch niedriges High-Density Lipoprotein
(HDL) charakterisiert sind, betreffen alle den ApoA-I/C-1llI/A-1V-Locus. Es findet
keine Synthese von ApoA-I und normalen HDL-Partikeln statt, welches mit ei-
ner schweren koronaren Herzkrankheit assoziiert ist (Karathanasis et al. 1983,
Eckardstein et al. 1990). Der Lipoprotein(a)-Spiegel wird von verschiedenen
Allelen bestimmt. Lipoprotein(a) (Lp(a)) ist ein LDL-Partikel, an welches das
Glykoprotein Apo(a) gebunden ist, und das hohe Homologie zu Plasminogen
zeigt. Bisher wurden 11 verschiedene Isoformen bzw. Allele entdeckt, die wahr-
scheinlich eine unterschiedliche Anzahl von "kringle IV"-Regionen widerspie-
geln (Lusis et al. 1992). Lp(a) ist ein unabh&ngiger Risikofaktor fir die Ent-
wicklung einer Arteriosklerose und in arteriosklerotischen L&sionen nachweis-
bar (Berg 1992). Der ApoE-Genlocus ist durch drei Allele charakterisiert: E2,
E3 und E4, wobei das E2-Allel mit den niedrigsten und das E4-Allel mit den
hochsten LDL-Cholesterin-Spiegeln einhergeht (Boerwinkle et al. 1987,
Breslow 1992, Miserez et al. 1995, Schunkert et al. 1995). Das E4-Allel ist mit
einem erhohten Arterioskleroserisiko verbunden (Eto et al. 1989, Isselbacher et



al. 1995, Porkka et al. 1994, Schunkert et al. 1995). Die familiar defekte ApoB-
100-Erkrankung (FDB) bedingt eine Mutation in der LDL-Rezeptor-Bindungsre-
gion von ApoB und fiihrt damit zu einer Hypercholesterindmie (Breslow 1992,
Tybjaerg-Hausen 1995).

Neben den am Lipoproteinstoffwechsel beteiligten Genen wurde fir einige an-
dere Genorte eine Assoziation zum Arterioskleroserisiko gefunden (Schunkert
et al. 1995). Der Plasma-Fibrinogen-Spiegel ist ein unabhangiger Risikofaktor
der koronaren Herzkrankheit (Fuster et al. 1996, Humphries et al. 1995, Mise-
rez et al. 1995, Schunkert et al. 1995). AuRerdem ist der R3-Fibrinogen-Locus
unabhangig vom Fibrinogenspiegel mit einem erhéhten Arterioskleroserisiko
assoziiert (Miserez et al. 1995, Schunkert et al. 1995). Heterozygote und ho-
mozygote Defekte der Cystathion-R-Synthase flihren zur Hyperhomo-
cyst(e)inamie, die unabhéngig von anderen Risikofaktoren mit der koronaren
Herzkrankheit assoziiert ist (Fuster et al. 1996, Miserez et al. 1995, Schunkert
et al. 1995). Das a-Allel des Angiotensinogen-Gens ist ebenfalls mit einem er-
hohten Arterioskleroserisiko verbunden (Ishigami et al. 1995, Miserez et al.
1995). Der Angiotensin-Konversionsenzym(angiotensin-converting-enzyme;
ACE)-Deletionspolymorphismus ist mit einem erhéhten Risiko fir Myokardin-
farkte und Koronararteriosklerose assoziiert, unabhangig von anderen Risiko-
faktoren (Arbustini et al. 1995, Cambien et al. 1992). Von den drei mdglichen
ACE-Genotypen (I, ID, DD) ist der ACE-Spiegel bei der homozygoten Deleti-
onsform (DD) am hochsten (Arbustini et al. 1995). Der 6A6A-Polymorphismus
des Stromelysin-Promoters ist mit einer Progression der koronaren Herzkrank-
heit (<20% Stenose) assoziiert (Ye et al. 1995). Stromelysin gehort zur Familie
der Metalloproteinasen, welche extrazellulare Matrix abbauen, insbesondere
Proteoglykane (Ye et al. 1995). Das H2-Allel der Lipoproteinlipase ist mit der
Entwicklung einer Arteriosklerose assoziiert (Mattu et al. 1994, Schunkert et al.
1995, Thorn et al. 1990). Die saure Cholesterinesterhydrolase, welche die
Cholesterinesterspeicherkrankheit verursacht, ist ebenfalls mit einem erhdhten
Arterioskleroserisiko assoziiert (Schunkert et al. 1995).

Weitere Gene, die mit der Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit
assoziiert scheinen, sind folgende: die thermolabile
Methylentetrahydrofolatreduktase @ (Kang et al. 1991), der LAL
Insertions/Deletions Polymorphismus von ApoB (Peacock et al. 1992), der Xbal
Polymorphismus von ApoB (Tybjaerg-Hansen et al. 1991), ein
Glutamin/Histidin  Polymorphismus von Apo-IV (Eckardstein et al. 1993),
Polymorphismus des Insulin-Gens (Mandrup-Poulsen et al. 1984, Mandrup-
Poulsen et al. 1986) und viele andere.

Bei einzelnen dieser Risikofaktoren sind die Daten aber noch widersprichlich.



1.1.4. Pathogenese der Arteriosklerose

Die Entwicklung der arteriosklerotischen Lasionen ist durch alle zellularen
Kom-

ponenten einer inflammatorisch-fibroproliferativen Antwort auf eine Schadigung
charakterisiert (Fuster et al. 1996, Ross 1993). Die Bildung der verschiedenen
Lasionen wird durch charakteristische Besonderheiten der Arterienwand modi-
fiziert. Diese beinhalten die Funktion des Endotheliums und die Fahigkeit der
glatten Muskelzellen in der Media und Intima, auf bestimmte Faktoren zu rea-
gieren und somit eine arteriosklerotische L&sion zu bilden. Dementsprechend
ist der Prozel3 der Arteriosklerose kein degenerativer, sondern vielmehr ein ak-
tiver Prozel3, der die Elemente der chronischen Entziindungsvorgénge und der
Reparaturvorgange in der Arterienwand beinhaltet (Fuster et al. 1996).

Trotz zahlreicher morphologischer, biochemischer und epidemiologischer Un-
tersuchungen ist die Pathogenese der Arteriosklerose bis heute nicht eindeutig
geklart (Gross et al. 1996). Eine einheitliche pathogenetische Kaskade gibt es
nach Uberwiegender Auffassung nicht. Vielmehr wird sie durch eine Vielzahl
auslosender Mechanismen in Gang gesetzt. Die pathogenetischen Prozesse
selbst sind komplex und greifen vielfach ineinander (Hornbostel et al. 1992).

In der formalen Pathogenese der Arteriosklerose spielen 5 Komponenten eine
entscheidende Rolle: das Endothel, die glatten Muskelzellen (SMC) der Arteri-
enwand, die Monozyten/Makrophagen, die Thrombozyten und die Lipoproteine
des Plasmas (Hornbostel et al. 1992).

Im 19. Jahrhundert wurden zwei Hypothesen zur Erklarung der Pathogenese
der Arteriosklerose favorisiert: die Inkrustationshypothese von Rokitansky (die
Intimaverdickung resultiert von Fibrinablagerungen mit nachfolgender Organi-
sation durch Fibroblasten und gefolgt durch Lipidakkumulation) und die Lipid-
hypothese von Virchow (Lipidakkumulation in der Arterienwand durch
verstarkte Lipidablagerungen aus dem Blut; Fuster et al. 1992a). Diese zwei
Hypothesen sind durch Ross in der sogenannten "response-to-injury"-
Hypothese (Ver-letzungstheorie) zusammengefalit worden (Fuster et al. 1992a,
Fuster et al. 1996, Ross 1986, Ross 1993).

1.1.4.1. Hypothesen

Die Monozytenhypothese legt auf der Grundlage eines einzelnen, in den Lasio-
nen gefundenen Isoenzyms nahe, daf3 die Intimaproliferation wie bei einem
benignen Tumor aus der Vermehrung einer einzelnen, individuellen glatten
Muskelzelle resultiert (Fuster et al. 1996, Isselbacher et al. 1995). Benditt und
Benditt konnten die Monoklonalitat von glatten Muskelzellen in arterioskleroti-
schen Lasionen nachweisen (Benditt et al. 1973). Die Auslosung des Prozes-
ses konnte u. a. durch eine Virusinfektion erfolgen (Girndt 1994).



Die fokale klonale Sequenz beinhaltet, dal3 die glatten Muskelzellen der Intima
normalerweise unter der Feedbackkontrolle durch die angrenzende Media un-
terliegen, indem die glatten Muskelzellen Mitoseinhibitoren bilden. Mit zuneh-
menden Alter treten vermehrt Stérungen dieses Feedbackkontrollsystems auf,
wenn diese Kontrollzellen zugrunde gehen (Isselbacher et al. 1995).

Die lysosomale Hypothese legt dar, dal3 eine alterierte Lysosomenfunktion zur
Entstehung der Arteriosklerose beitragen kann. Die erhéhte Speicherung von
Cholesterinestern in der glatten Muskelzelle der Arterien konnte mit dem relati-
ven Mangel an Aktivitat der lysosomalen Cholesterinesterhydrolase zu-
sammenhangen (Isselbacher et al. 1995).

Die Lipidhypothese der Arteriosklerose geht von der Vorstellung aus, dal3 mit
der Hohe der Cholesterinkonzentration im Blut unmittelbar und kausal das
Risiko der Entwicklung einer Arteriosklerose verbunden ist (Girndt 1994). Die
Lipide des Blutes kénnen nach dieser Theorie auch ohne Vorliegen weiterer
Faktoren eine Arteriosklerose ausldsen und unterhalten. Diese Vorstellung wird
durch zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen gestitzt. Eine Vielzahl
epidemiologischer Untersuchungen hat auch beim Menschen eine Assoziation
zwischen den Blutspiegeln von Cholesterin oder anderen Lipiden und der
Manifestation arteriosklerotischer GefalRerkrankungen nachgewiesen (Girndt
1994). Durch eine medikamentdse Senkung des Cholesterinspiegels kann die
Progression der koronaren Herzkrankheit reduziert und die Anzahl koronarer
Ereignisse wie Myokardinfarkt oder plétzlicher Herztod vermindert werden
(Stierle et al. 1995). Die Hyperlipoproteinamie ist starkster Risikofaktor fir die
koronare Herzkrankheit (Stobbe et al. 1996). So kommt es zuerst zu
funktionellen Beeintrachtigungen und nachfolgend zu morphologisch fal3baren
Endothelzellschadigungen (Girndt 1994).

Die response-to-injury-Hypothese (Verletzungstheorie) wird am breitesten fur
die Arterioskleroseentstehung akzeptiert, die mit einer Vielzahl experimenteller
Beweise Ubereinstimmt (Hornbostel et al. 1992, Isselbacher et al. 1995). Nach
dieser Vorstellung sind die die Intima auskleidenden Endothelzellen und maogli-
cherweise auch die darunter liegenden glatten Muskelzellen wiederholten oder
kontinuierlichen Schadigungen durch chemische, mechanische, immunologi-
sche oder toxische Einflisse ausgesetzt (Fuster et al. 1996, Hornbostel et al.
1992, Ross 1993). Die geschadigten Zellen induzieren eine spezifische,
chronische Entziindungsreaktion mit nachfolgender fibroproliferativer Antwort.
Die Dysfunktion des Endothels wird durch die verschiedenen Risikofaktoren
hervorgerufen und bedingt die Bildung von Adhasionsmolekilen (endotheliale
leukozytare Adhéasionsmolekil-1; ELAM-1, P-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1)
auf der Oberflache des Endothels. Diese Adhasionsmolekile sind in der Lage,
zirkulierende Monozyten und T-Lymphozyten zu binden (Fuster et al. 1996,
Ross 1993).



1.1.4.2. Histologische Klassifikation

Arteriosklerotische Veradnderungen konnen nach Stary in 8 verschiedene
Typen von L&sionen eingeteilt werden (Fuster et al. 1996, Just et al. 1994).
Jeder Typ ist charakterisiert durch einen bestimmten Aufbau, durch Zellen und
eine charakteristische extrazellulare Matrix und anderes. Die Tabelle 3 gibt
eine Ubersicht tber die Einteilung der arteriosklerotischen L&asionen nach
Stary.

Typ Nomenklatur KL Beschreibung

I Initiallasion Lipoproteinakkumulation in der Intima; Lipid
in den Makrophagen; keine Intimadesorgani-
sation; Veranderungen nur mikroskopisch
oder chemisch nachweisbar

\ 4

Il Fettstreifen Lipoproteinakkumulation in der Intima; Lipid

lla progredient in den Makrophagen und glatten

llb nicht progredient Muskelzellen; keine Intimadesorganisation;
mit blofRen Auge sichtbar

\ 4

Il Praatherom Veranderungen vom Typ lla plus multiple
extrazellulare Lipidablagerungen; Mikro-
skopisch Gewebeschaden und Desorgani-
sation sichtbar

v

IV |Atherom Veranderungen vom Typ lla plus konfluieren-
x/- |de extrazellulare Lipidmassen (Lipidkern)
und ausgepragte Zerstérung der Intima

\/

V  Fibroatherom Veranderungen vom Typ IV plus Entwicklung
x/- |einer Kollagenschicht und Vermehrung der
glatten Muskelzellen oberhalb des Lipidkerns

\

VI komplizierte Lasion Veranderungen vom Typ IV oder V plus
Vla Fissur Fissur oder Erosion und/oder Hamatom
Vvib Hamatom X/-  |und/oder Thrombus

VIic Thrombus

v

VIl kalzifizierte Lasion Jede fortgeschrittene Lasion, die vorrangig
X/- |aus Calcium besteht; wesentliche strukturelle
Deformitat

v

VIl fibrotische Lasion Jede fortgeschrittene Lasion, die vorrangig
x/-  |aus Kollagen besteht; Lipid kann fehlen




Tabelle 3: Ubersicht uber die Einteilung, Nomenklatur und Beschreibung von
arteriosklerotischen Lasionen nach Stary (KL=Klinik, x=vorhanden, -=fehlend)
Die Nummern I-VI reprasentieren die Ubliche Reihenfolge, wie sich die arterio-
sklerotischen L&asionen von der primaren Akkumulation von Lipoproteinen und
Makrophagen bis hin zum Atherom und Fibroatherom entwickeln (Just et al.
1994). Das morphologische Korrelat der Arteriosklerose ist das Atherom
(Stobbe et al. 1996). Das Atherom ist gekennzeichnet durch Schaumzellen
(Makrophagen nehmen oxidierte LDL Uber den Scavenger-Rezeptor auf und
speichern diese im Zytoplasma, hauptsachlich in den Lysosomen; Fuster et al.
1996, Hecht et al. 1988), Bindegewebsfasern, glatte Muskelzellen und nekroti-
sche Areale. Umgeben wird es von einer bindegewebigen Deckplatte (Stobbe
et al. 1996). Die Nummern VII und VIl reprasentieren morphologische Varian-
ten, welche Typ VI vorangehen oder folgen. Die Typen | und Il werden als friihe
Lasionen bezeichnet, die Typen IV bis VIl als fortgeschrittene Lasionen
(Fuster et al. 1996, Just et al. 1994). In den zwei ersten Jahrzehnten treten die
Typen | und Il auf. Ab dem 3. Lebensjahrzehnt werden die Typen IIl und IV
beobachtet. Ab der 4. Dekade treten normalerweise die fortgeschrittenen
Lasionen auf (Just et al. 1994).

Die GefalRschadigung spielt eine zentrale Rolle bei der Initiierung und Entwick-
lung der Arteriosklerose (Fuster et al. 1992a). Fuster legt eine pathophysiologi-
sche Klassifikation der Gefal3schadigung dar, die 3 Typen der Schadigung
(gleichbedeutend mit Zunahme der Schadigung) unterscheidet (Fuster et al.
1992a, Kumar et al. 1994).

Die Typ I-Schadigung wird durch eine Hypercholesterindmie, vasoaktive
Amine, Immunkomplexe, Infektionen, Zigarettenrauchen und anderes hervorge-
rufen. Dies fuihrt zu einer Akkumulation von Monozyten/Makrophagen und Lipi-
den an diesen Stellen.

Die Freisetzung von toxischen Substanzen durch Monozyten/Makrophagen
fuhrt zu einer Typ II-Schadigung mit Anlagerung von Thrombozyten und Ma-
krophagen an das Endothelium mit nachfolgender Freisetzung von verschiede-
nen Wachstumsfaktoren, die zu einer Migration und Proliferation von glatten
Muskelzellen fihren und die Bildung eines Atheroms bedingen.

Bei Aufbrechen der Atheromkapsel entsteht eine Typ IlI-Schadigung mit
Thrombusbildung (Fuster et al. 1992a, Kumar et al. 1994). Die Entwicklung der
arteriosklerotischen Lé&sionen ist variabel und stark von den Risikofaktoren ab-
hangig (Kumar et al. 1994).

Die Klassifikation der Gefal3schadigung und Gefalreaktion nach Fuster ist in
der Tabelle 4 dargestellt.



Lipidakkumu- | Thrombozyten-| Proliferation
Typ| Beschreibung lation/Mono- | anlagerung/ von glatten
zytenadhésion| Thrombose Muskelzellen
| |Funktionelle Alteration mafig nein schwach
der Endothelzellen ohne
wesentliche morpholo-
gische Veranderungen
| |Abtragung der Endothel- ? geringfiigig manRig
schicht und Schéadigung
der Intima, aber mit
intakter Lamina elastica
interna
1l |Schadigung der Intima ? mafig ausgepragt
und Media

Tabelle 4: Klassifikation der Gefa3schadigung und Gefalireaktion
1.1.4.3. Die "response-to-injury”-Hypothese und zellulare Interaktio-
nen

Zellulare Komponenten der Pathogenese der Arteriosklerose umfassen die En-
dothelzellen, glatte Muskelzellen, Thrombozyten, T-Lymphozyten und Mono-
zyten/Makrophagen.

Die Monozyten/Makrophagen nehmen eine zentrale Rolle bei der Atheroge-
nese ein, da sie zu jeder Zeit nachweisbar sind (Fuster et al. 1996, Ross 1993).
Die eigentlichen Aufgaben umfassen die Antigenprasentation, die Synthese
von bioaktiven Substanzen und die Phagozytose (Scavenger-Funktion; Fuster
et al. 1996). Das gemeinsame Vorkommen von Makrophagen und T-Lympho-
zyten und die Expression von MHC-Klasse-lI-Antigenen (HLA-DR) durch Ma-
krophagen macht eine Immunantwort wahrscheinlich (Fuster et al. 1996, Just et
al. 1994). In Frage kommende Antigene sind: oxidierte Low-Density Lipo-
proteine (oxidierte LDL), advanced glycosylation end products (AGES),
Chlamydia pneumoniae Antigene und mdglicherweise virale Antigene (Fuster
et al. 1996, Jaross et al. 1995). Immunkomplexe von Autoantikdrpern und oxi-
dierte LDL wurden im Plasma und in Lasionen nachgewiesen (Jaross et al.
1995).

Monozyten/Makrophagen synthetisieren innerhalb der Leukozyten die grofite
Vielfalt an bioaktiven Substanzen (Fuster et al 1996, Ross 1993), welche in der
Tabelle 5 auf der linken Seite aufgefiihrt sind. Substanzen, die innerhalb von
arteriosklerotischen Lasionen und experimentell nachgewiesen wurden, sind
auf der rechten Seite der Tabelle dargestellt.



Substanzen, die von Substanzen, die in arteriosklero-

Monozyten/Makrophagen tischen Lasionen und experimentell
synthetisiert werden nachgewiesen wurden
Zytokine und Immunmodulierende Faktoren Interleukine (IL-1, IL-6, IL-8)

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)

Monocyte colony-stimulating factor (M-CSF)

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha)

Enzyme und Enzyminhibitoren (Gerinnung,

Lipoproteinstoffwechsel) 15-Lipoxygenase

Enzyme und Enzyminhibitoren (Hydrolyse von

N : Kollagenase
extrazellularer Matrix) 9

Substanzen, die die Migration und Wachstum

anderer Zellen steuern Platelet-derived growth factor (PDGF)

Heparin-binding epidermal growth factor

(HB-EGF)
Faktoren, die den GeféalRtonus beeinflussen Endothelin-1
Adhésionsmolekile Adhasionsmolekile (VCAM-1, ICAM-1)
Regulatoren des Lipoproteinstoffwechsels Rezeptor fur LDL-receptor-related protein

Rezeptor fur modifiziertes LDL

Proteine der extrazellularen Martix
(Scavenger-Rezeptor)

Zytotoxische Substanzen, Rezeptor fur advanced glycosylation end
Sauerstoffradikale products (AGES)
Leukotriene, Prostaglandine andere

Tabelle 5: Substanzen, die von Monozyten/Makrophagen synthetisiert werden
(links) und diejenigen, die in arteriosklerotischen L&sionen nachgewiesen
worden sind (rechts, Auswahl)

Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) induzieren die Expres-
sion von zellularen Adhasionsmolekiilen, wie des endothelialen leukozytaren
Adhasionsmolekiils-1 (E-Selektin, ELAM-1), welches weitere Monozyten zur
Lasion rekrutiert. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und monocyte
colony-stimulating factor (M-CSF) wirken chemotaktisch auf weitere Monozyten
und M-CSF unterdrickt die Apoptose von Makrophagen. Die 15-Lipoxygenase
katalysiert die Oxidation von LDL zu oxidierten LDL, welches zu einer ver-
starkten Rekrutierung und Migration von Monozyten fihrt, d.h. es wirkt selbst
chemotaktisch, indem es die Synthese von MCP-1 durch Endothelzellen und
die Expression von Adhasionsmolekilen durch Endothelzellen verstarkt (E-
Selektin, ICAM-1, VCAM-1; Fuster et al. 1996, Just 1994). Platelet-derived
growth factor (PDGF) und heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF)
tben ihre Wirkung u.a. auf glatte Muskelzellen aus (Chemotaxis, Proliferation).



Endothelin-1, welches zu den wirksamsten Vasokonstriktoren des Organismus
zahlt, ist gleichzeitig ein Mitogen fir den glatten Muskel (Girndt 1994, Lusis et
al. 1992).

Der Grad der Oxidation von LDL korreliert mit der Abnahme der Erkennung
durch den LDL-Rezeptor und gleichzeitig erhdht sich die Affinitat fir andere
Rezeptoren, wie die Scavenger-Rezeptoren Klasse A und B (Fuster et al.
1996). Die verstarkte Phagozytose der Makrophagen bedingt weitere oxidative
Modifikationen von LDL durch entstehende reaktive Sauerstoffradikale (Fuster
et al. 1996). Wahrend der LDL-Rezeptor bei einer Hypercholesterinamie down-
reguliert wird, tritt dies beim Scavenger-Rezeptor nicht auf (Lusis et al. 1992).
Die Expression von Adh&sionsmolekilen wie VCAM-1 und ICAM-1 verstarkt die
Rekrutierung und Migration von Monozyten/Makrophagen in die arterioskleroti-
sche Lasion (Davies et al. 1993, Fuster et al. 1996, Ross 1993, Wal et al.
1992).

Die Migration der glatten Muskelzellen der Media in die Intima, wo sie
beginnen zu proliferieren und extrazellulare Matrix zu bilden, ist der
pathophysiologische Hauptmechanismus bei der Entwicklung eines
Fettstreifens (frihe L&sion) in ein Atherom (fortgeschrittene Léasion; Fuster et
al. 1996, Goldbourt et al. 1994, Just et al. 1994, Ross 1993). In der reifen
Arterie haben sich die glatten Muskelzellen in den kontraktilen Phanotyp
differenziert. In Reaktion auf eine akute Schadigung (beispielsweise perkutane
transluminale koronare Angioplastie; PTCA) oder subakute Schéadigung (wie
Lipidakkumulation und Oxidation) wandeln sich die glatten Muskelzellen in
einen synthetischen nicht-kontraktilen Phanotyp zuriick. Diese phanotypische
Umwandlung wird durch Veranderungen der &aufRReren Bedingungen und
Faktoren wie Veradnderungen in der Zusammensetzung der extrazellularen
Matrix und durch verstarkte Migrationsfahigkeit und erhohte Empfindlichkeit
gegentuber chemotaktischen Faktoren ausgelost.

Glatte Muskelzellen der Intima, die den synthetischen Phanotyp exprimieren,
sind empfindlich gegentiber Wachstumsfaktoren, die von Thrombozyten, En-
dothelzellen, glatten Muskelzellen und Monozyten/Makrophagen gebildet wer-
den (Fuster et al. 1996, Goldbourt et al. 1994, Ross 1993). In den Tabellen 6
und 7 sind zum einen die aul3eren Faktoren aufgefuhrt, die die phanotypischen
Veranderungen bewirken und zum anderen die Wachstumsfaktoren aufgefihrt,
welche die Proliferation von glatten Muskelzellen bewirken (Fuster et al. 1996,
Girndt 1994, Goldbourt et al. 1994, Ross 1993).



AuRere Faktoren, welche den Phanotyp der Muskelzelle bestimmen

Schadigung/atherogenetische Lipide/Lipidprodukte, mechanische Schéadi-
Faktoren gung, Toxine/chemische Substanzen,

Entziindungsmediatoren/-zellen, Viren

Endothelzelleinfliisse Kontakt zwischen Endothelzelle und SMC,
Kontrolle der Gefa3permeabilitat

AuRere Faktoren, welche den Phanotyp der Muskelzelle bestimmen

Extrazellulare Matrix Adhésionsmolekiile, Komponenten der
extrazellularen Matrix

Mechanische Faktoren aktive Dehnung/Spannung, passive Dehnung,
hamodynamische Kréafte

Humorale Substanzen Wachstumsfaktoren/-inhibitoren

Neuronale Faktoren Neurotransmitter, Kontrolle des Gefalitonus

SMC-SMC Interaktionen Zell-Zellkontakt, autokrine Faktoren

Sauerstoffspannung

Tabelle 6: Ubersicht iber die duReren Faktoren, die bei der phanotypischen
Differenzierung der glatten Muskelzelle eine Rolle spielen (SMC=smooth
muscle cell, glatte Muskelzelle)

Die Entwicklung einer arteriosklerotischen L&sion Dbeinhaltet drei
hauptsachliche Prozesse: a) Die Migration, Proliferation und Akkumulation von
Makrophagen,
T-Lymphozyten und glatten Muskelzellen in der Intima,
b) die Bildung von extrazellularer Matrix (elastische Fasern, Kolla-
gen, Proteoglykane) durch die glatten Muskelzellen und
c) die Akkumulation von Lipid in Makrophagen und Muskelzellen und
in der extrazellularen Matrix (Ross 1993).

Die "response-to-injury"-Hypothese (Verletzungshypothese) beschreibt, wie
durch ein atherogenes Agens eine Dysfunktion des Endothels ausgeldst wird.
Das eigentliche auslosende Agens wurde bisher nicht identifiziert, mégliche
Kandidaten sind oxidierte Lipide (oxidierte LDL), Zytokine oder Proteasen, An-
derungen der Scherkréfte, freie Radikale, Homocysteine oder eine virale Infek-
tion (Fuster et al. 1996). Mdglicherweise wirken diese schadigenden Agenzien
durch den Transkriptionsfaktor nuclear factor-kappa B (NF-kB), welcher fur die
unangemessene Genexpression in Endothelzellen verantwortlich ist (Fuster et
al. 1996).



Viele Reaktionen der Endothelzellen sind mit der Arteriosklerosegenese
assoziiert, wie die Expression von Adhasionsmolekilen auf der
Endothelzelloberflache (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1), die veranderte Synthese
von Wachstumsfaktoren, chemotaktischen und vasoaktiven Substanzen, die
Fahigkeit LDL zu oxidieren und auf oxidierte Lipoproteine zu reagieren,
prokoagulatorische Fahigkeiten zu entwickeln und die Fahigkeit, die
Permeabilitat der GefaRwand zu verandern. Zuerst entsteht eine lokale,
spezialisierte Entziindungsreaktion in der Arterienwand. Bleibt die Wirkung des
schadigenden Agens nicht aus, resul-



tiert daraus eine toxische Schadigung der Zellen der Arterienwand mit darauf-
folgender fibroproliferativer Reaktion (Fuster et al. 1996, Ross 1993).

growth factor
(PDGF)

Makrophagen, SMC,
Endothelzellen

Wachstums- .
Ursprun Wirkungen
faktoren prung 9
Platelet derived Thrombozyten, Wichtigster Wachstumsfaktor fir SMC,

verstarkt Expression vom LDL-Rezeptor,
aktiviert Kollagensynthese, chemotaktisch fur
SMC und Monozyten, induziert Bildung von
Insulin-like growth factor (IGF I) in SMC

Fibroblast growth
factor
(FGF)

Alle Zellen

Stimuliert Wachstum von SMC und Endothel-
zellen, chemotaktisch fur Fibroblasten und
Endothelzellen, stimuliert Angiogenese

Heparin-binding
EGF-like factor

Makrophagen, SMC

Stimuliert Proliferation und Migration von SMC

(HB-EGF)
Tumornekrose- Makrophagen, Verstarkung der Expression von Adhasions-
faktor-alpha Lymphozyten molekuilen/Induktion der Expres_si_on von
(TNF-alpha) (T-, B-), ELAM-1 auf Endothelzellen, aktiviert
SMC Makrophagen, induziert IL-1 Sekretion
Transforming Lymphozyten Stimuliert Wachstum von SMC in niedriger
growth factor-beta (T-, B-) Konzentration, hemmt Wachstum bei hoher
(TGF-beta) Konzentration, stimuliert Kollagensynthese,
stimuliert Sekretion von Plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1)
Interleukin-1 Makrophagen, Verstarkung der Expression von Adhasions-
(IL-1) Endothelzellen, molekulen, Induktion der Expression von E-
SMC Selektin (ELAM-1) auf Endothelzellen, stimu-

liert Wachstum von SMC, induziert Zytokin-
und Prostaglandinsynthese in Makrophagen

Interferon-gamma
(IFN-gamma)

T-Lymphozyten

Induktion der Expression von MHC-Klasse-II-
Antigenen, aktiviert Funktionen der
Makrophagen, inhibiert Wachstum von SMC

Tabelle 7: Darstellung der Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation von
glatten Muskelzellen bewirken bzw. inhibieren (SMC=smooth muscle cell, glatte
Muskelzelle)

Insgesamt ist der arteriosklerotische Prozel3 weniger ein degenerativer als
vielmehr ein proliferativer Prozel3, der von zellularen Schaden und Nekrosen
begleitet wird (Girndt 1994). So kann eine wiederholte oder chronische Schadi-
gung zu einer langsam fortschreitenden Lasion fuhren, die eine allmahliche
Zunahme der glatten Muskelzellen der Intima, der Makrophagen, von Bindege-
webe und Lipiden beinhaltet (Isselbacher et al. 1995).



Einzelne oder wenige Episoden einer Schadigung kdénnen jedoch zu einer pro-
liferativen Antwort fihren, die sich im Unterschied zur standigen oder chroni-
schen Schadigung zuriickbilden kann (Isselbacher et al. 1995).

In der Abbildung 1 ist die Pathogenese der Arteriosklerose nach Ross zusam-
mengefaldt (Hornbostel et al. 1992).

R Hypertonie, Zigarettenrauchen,
Hyperlipidamie X h
(LDI_y poxidpierte LDL) hamodynamische Faktoren,
’ Immunmechanismen, andere Faktoren

\ Endotheldysfunktion/
/ Endothelschadigung

weitere Mechanismen:

Lipid- Monozytenad-  Mutagene
insudation| hasion tber CAM Thrombozyten- Nk gt -
(ELAM-1) und Emi- adhasion unkontrolliertes
Wachstum

gration in die Intima

- Schadigung glatter
Muskelzellen
\ 4

PDGF und andere

Wachstumsfaktoren
LDL,
v oxidierte LDL
. Schaumzellen : :
extrazellulare ——P» < Proliferation
Lipide < (Makrophagen, glatter Muskelzellen
glatte Muskelzellen)

v

Kollagen, Elastin,
Proteoglykane

arteriosklerotische
Lasion

Abbildung 1: Pathogenese der Arteriosklerose (response-to-injury-Hypothese)
nach Ross: Eine Hyperlipiddmie oder andere Risikofaktoren fuhren zur
funktionellen oder morphologischen Endotheldysfunktion bzw. -schéadigung mit
Monozyten- und Thrombozytenadhasion vermittelt durch zellulare Adhé&sions-



molekile (CAM) wie des endothelialen leukozytaren Adh&asionsmolekils-1
(ELAM-1, E-Selektin), ICAM-1 oder VCAM-1, wobei PDGF (platelet derived
growth factor) und andere Wachstumsfaktoren freigesetzt werden. Wichtigste
Wirkung ist die Proliferation und Imigration glatter Muskelzellen der Media in
die Intima. Die Muskelzellen bilden dabei groRe Mengen von Kollagen, Elastin
und Proteoglykanen, die wesentliche Bestandteile des atheromattsen Plaques
darstellen. Aus den eingewanderten Monozyten/Makrophagen und glatten
Muskelzellen bilden sich Schaumzellen. Wahrscheinlich gibt es noch
endothelunabhangige Mechanismen, die die Proliferation glatter Muskelzellen
steigern.

1.1.5. Funktion und Rolle der Arterienwand bei der Arteriosklerose

Die normale Arterienwand besteht aus 3 Schichten: der Intima, der Media und
der Adventitia (Leonhardt 1990). Die einschichtige, durchgangige Schicht aus
Endothelzellen ist metabolisch sehr aktiv und produziert zahlreiche, Gefaldvolu-
men und Thrombozyten beeinflussende, Substanzen (Isselbacher et al. 1995).

Durch pathophysiologische Einfliisse bzw. schadigende Faktoren kann es zu
einer endothelialen Dysfunktion kommen, charakterisiert durch erhéhte Perme-
abilitat fur Plasmalipoproteine, verstarkte Adhéasion fur Leukozyten (Monozyten,
T-Lymphozyten) und durch eine funktionelle Imbalance der pro- und antithrom-
botischen Faktoren, der Wachstumsstimulatoren und -inhibitoren und der vaso-
aktiven (vasodilatatorisch, vasokonstriktorisch) Substanzen (Fuster et al.
1996).

In der Tabelle 8 sind die pro- und die antithrombotischen Faktoren dargestellt.

Das Endothelium synthetisiert auch eine Vielzahl von Zytokinen, Wachstums-
faktoren und -inhibitoren, die parakrin (Wirkung auf Monozyten/Makrophagen
und Muskelzellen) und autokrin (Wirkung auf Endothelzellen) wirken (Fuster et
al. 1996). Diese Faktoren sind in der Tabelle 9 zusammengefalit.

Das Endothelium der Koronararterien reguliert den Gefaldtonus durch die Syn-
these und Abgabe von vasoaktiven Substanzen. Beim intakten Endothelium
resultiert eine Vasodilatation oder eine abgeschwachte Vasokonstriktion (Ryan
et al. 1992). Die vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen Substanzen
sind in der Tabelle 10 zusammengestellt.

PROTHROMBOTISCH ANTITHROMBOTISCH
platelet-activating factor (PAF) Prostazyklin (PGI12)
Gewebefaktor Thrombomodulin

von Willebrand Faktor ecto-ADPase




PROTHROMBOTISCH ANTITHROMBOTISCH

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) tissue plasminogen activator (tPA)

andere Gerinnungsfaktoren Urokinase

heparin-like molecules

Tabelle 8: Die pro- und antithrombotischen Faktoren, die von der Endothelzelle
gebildet werden

Zytokine Wachstumsfaktoren
Interleukin-1(IL-1)-alpha platelet-derived growth factor (PDGF-A, -B)
Interleukin-1(IL-1)-beta insulin-like growth factor (IGF-1)

Interleukin-6 basic fibroblast growth factor (bFGF)

Interleukin-8 heparin-binding EGF-like growth factor

monocyte chemotactic protein (MCP-1) transforming growth factor-beta
colony stimulating factors (GM-/M-CSF)

Tabelle 9: Zytokine und Wachstumsfaktoren, die von der Endothelzelle
gebildet werden

Vasodilatatorisch Vasokonstriktorisch

Prostazyklin (PGI12) Endothelin-1

endothelium-derived relaxing factor/

Stickstoffmonoxid (EDRF)/NO Angiotensin-I

andere "EDRF-&hnliche" Substanzen Prostaglandine

Tabelle 10: Vasodilatatorische und vasokonstriktorische Substanzen, die von
der Endothelzelle gebildet werden

Tierexperimentelle Untersuchungen haben eine erhdhte Permeabilitdt fur
Plasmalipoproteine, wie Low-Density Lipoprotein (LDL) und (3-Very-Low-Den-
sity Lipoprotein (3-VLDL), durch Transzytose in den subendothelialen Raum
demonstriert (Fuster et al. 1996, Just et al. 1994, Lusis et al. 1992). Normales
Low-Density Lipoprotein (LDL) kann auch durch rezeptorvermittelte
Endozytose Uber den LDL-Rezeptor in die Endothelzelle aufgenommen werden
(Silbernagl et al. 1988). Bei Vorliegen einer Hypercholesterinamie ist allerdings
dieser Rezeptor meistens down reguliert (Fuster et al. 1996, Lusis et al. 1992).
Endothelzellen sind nicht nur in der Lage, LDL zu modifizieren d.h. oxidierte



LDL zu bilden, sondern kénnen oxidierte LDL auch endozytotisch Uber den
sogenannten Scavenger-Rezeptor aufnehmen (Fuster et al. 1996, Just et al.
1992).

Eine Endothelschadigung bzw. eine Dysfunktion des Endothels wird durch die
chronische Einwirkung von Risikofaktoren wie Hyperlipidamie (LDL, oxidierte
LDL), Hypertonus, Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen und anderen Faktoren
ausgel6st und so konnten Stérungen in der Homoostase der einzelnen Sy-
steme in der Endothelzelle bedeutenden Anteil bei der Entwicklung von arte-
riosklerotischen Lasionen haben (Fuster et al. 1996).

Wahrend der Transzytose kénnen LDL oxidiert werden und nach Ablagerung
dieser oxidierten LDL im subendothelialen Raum, haben sie verschiedene Ef-
fekte auf die extrazellulare Matrix und Zellen (Monozyten/Makrophagen, T-
Lymphozyten, glatte Muskelzellen, Endothelzellen; Fuster et al. 1996, Just et
al. 1994, Lusis et al. 1992, Ross 1993). Oxidierte LDL und eine wichtige
Komponente davon, Lysophosphatidylcholin (Lysolezithin, LPC), bewirken
antivasodilatatorische (provasokonstriktorische), proinflammatorische und
prothrombotische (antifibrinolytische) Effekte der Endothelzellen (Fuster et al.
1992h, Just et al. 1994). Die Effekte auf die anderen Zellen beinhalten die
Beeinflussung von Zellaktivierungen, Zytokinfreisetzungen und Signalwegen
(Just et al. 1994).

Oxidierte LDL induzieren die Bildung von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1), welche Monozyten und T-
Lymphozyten binden (Fuster et al. 1996, Ross 1993). Lysophosphatidylcholin
wirkt selbst chemotaktisch auf Monozyten (Lusis et al. 1992). Weiterhin
induzieren oxidierte LDL in Monozyten die Bildung von bisher nicht bekannten
Zytokinen, welche zu einer verstarkten Expression von Adh&sionsmolekilen
auf Endothelzellen (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1) fihren (Fuster et al. 1996).

Frihe arteriosklerotische Lasionen sind durch eine verstarkte Adhasion von
Monozyten an das Endothel charakterisiert (Fuster et al. 1992a, Fuster et al.
1996, Lusis et al. 1992, Ross 1993). Nach Migration in den subendothelialen
Raum wandeln sie sich in ortsstandige Makrophagen um (Isselbacher et al.
1995), die eine ganze Anzahl von Substanzen sezernieren kénnen, die eine
Progression der Lasion bewirken (Fuster et al. 1996).



1.2. Zellulare Adhasionsmolekile

Interaktionen zwischen Zellen der GefalRwand und Leukozyten und Thrombo-
zyten spielen eine wichtige Rolle im Prozel3 der Entwicklung der
Arteriosklerose (Lusis et al. 1992, Ross 1993). Eine besondere Eigenschaft
einer inflammatorischen Reaktion ist die lokale Akkumulation von Leukozyten
(Sluiter et al. 1993). Nach der Adhasion der Leukozyten an das Endothelium
kommt es zur Migration dieser Leukozyten in den subendothelialen Raum als
Antwort auf verschiedene Entziindungsmediatoren (Lusis et al. 1992).

Die Adhasion von Monozyten an das Endothelium ist eines der ersten
Veranderungen, die in arteriosklerotischen Lasionen auftreten (Fuster et al.
1996, Ross 1993). Spezifische Adhasionsmolekiile auf der Endotheloberflache,
welche die Adhasion und Migration der Leukozyten vermitteln, werden durch
Entziindungsmediatoren induziert oder verstarkt exprimiert (Lusis et al. 1992).

Die Extravasation von Leukozyten verlauft dabei nicht in einem Schritt, sondern
als Prozeld aus wenigstens 3 Schritten, der als Adhasionskaskade bezeichnet
wird (Carlos et al. 1994, Froese et al. 1994, Sluiter et al. 1993, Wegner 1994).
An dieser Adhasionskaskade, welche aus "tether bzw. "rolling" ("Halten" bzw.
"Rollen™), "trigger" und "glue" ("Triggerung" und "Anheftung”) und "migration”
("Migration") besteht, nehmen verschiedene Adh&sionsmolekile (Selektine,
Integrine, Immunglobuline) und Chemokine teil (Carlos et al. 1994, Froese et
al. 1994, Fuster et al. 1996, Ross 1993, Wegner 1994). In vivo-Daten, die
dieses Konzept unterstiitzen, sind bisher nur von der Mikrozirkulation erhalten
worden, so dafl nicht mit letzter Bestimmtheit das Modell der
Adhésionskaskade auf die grof3en Arterien iUbernommen werden kann (Fuster
et al. 1996). Die Mdoglichkeit der Induktion von Adhasionsmolekilen durch
Lipide bzw. oxidierte Lipide (oxidierte LDL) und das ausschliel3liche
Vorkommen von Monozyten/Makropha-gen bei fast volligem Fehlen von
Neutrophilen sind Besonderheiten in arterio-sklerotischen L&sionen
(Bevilacqua et al. 1994, Fuster et al. 1996).

Zellulare Adhasionsmolekule (cell adhesion molecules; CAM) vermitteln Zellin-
teraktionen zwischen Immunzellen einerseits und zwischen Leukozyten und
Endothelzellen  andererseits (Laffon et al. 1995). Der Begriff
"Adhéasionsmolekile" ist insofern eine inkomplette Beschreibung, da er nur die
Adhasion zwischen Zellen beschreibt. Zellulare Adhasionsmolekile bewirken
nicht nur die Adhasion, sondern Ubertragen auch Signale in das Zellinnere und
regulieren damit die Immunantwort der Zelle im Rahmen des
Entziindungsgeschehens (Wegner 1994). So wird als Synonym gelegentlich
der Begriff "akzessorische Rezeptoren" ("accessory receptors”) gebraucht
(Wegner 1994).

Bisher sind wenigstens 5 Familien innerhalb der zellularen Adh&sionsmolekile
bekannt: die Selektine, die Integrine, die Immunglobulin-Superfamilie, die Cad-
herine und die Addressine, aul3erdem noch Proteoglykane und Sialomucine



(Bevilacqua et al. 1994, Carlos et al. 1994, Hogg et al. 1995, Jang et al. 1994,
Laffon et al. 1995, Wegner 1994). Im Rahmen der Atherogenese sind haupt-
sachlich die Selektine, die Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie an
den Interaktionen von Leukozyten und Endothelzellen beteiligt (Carlos et al.
1994, Laffon et al. 1995, Sluiter et al. 1993).

Die zellularen Adhasionsmolekile sind in vielen physiologischen und
pathologischen Zustanden beteiligt, wie Iymphocyte homing, bei der
Immunantwort, bei Entzindungsvorgangen, bei der zellvermittelten
Zytotoxizitat, bei der Metastasierung und Thrombose (Laffon et al. 1995).
Andere Funktionen sind Bindung von Parasiten (z.B. Malaria), Viren (z.B.
Rhinoviren) und Tumorzellen und ihre Teilnahme bei der Signaltransduktion
(Carlos et al. 1994). Die Adhasionsmolekile, welche bisher auf
(nichtlymphatischen) Endothelzellen gefunden wurden und welche bei der
Leukozytenadh&sion beteiligt sind, sind in der Tabelle 11 dargestellt
(Bevilacqua et al. 1993, Carlos et al. 1994, Hogg et al. 1993, Hogg et al. 1995,
McEver et al. 1995, Sluiter et al. 1993, Tedder et al.1995). Es sind jeweils die
Liganden auf den Leukozyten, die basale Expression und die Stimulatoren der
Expression der zellularen Adhasionsmolekile (CAM) angegeben.

Die Integrine auf den Leukozyten vermitteln die Adhé&sion der Leukozyten an
die Endothelzellen durch die Bindung an die zellularen Adh&asionsmolekile der
Immunglobulin-Superfamilie (McEver 1992). Neben der Vermittlung der "glue”
("Anheften")-Phase der Adh&sionskaskade sind sie auch fir die Migrati-
onsphase verantwortlich (Hogg et al. 1993, Wegner 1994). Normalerweise sind
die Integrine auf den Leukozyten inaktiv bzw. binden die Adh&sionsmolekule
aus der Immunglobulin-Superfamilie mit sehr niedriger Affinitdt (Hogg et al.
1993). Die Leukozytenaktivierung resultiert in einer schnellen, aber voriiberge-
henden Affinitatssteigerung der Rezeptoren (McEver 1992). Die Mechanismen
dieser Affinitatssteigerung sind noch unklar (McEver 1992). Die Integrine sind
heterodimere Transmembran-Glykoproteine, welche aus zwei nichtkovalent
assoziierten alpha- und beta-Untereinheiten bestehen (Carlos et al. 1994,
Froese et al. 1994). Die Rezeptorfamilie setzt sich aus verschiedenen Kombi-
nationen von einer der 12 bis 15 alpha-Untereinheiten (al-al5) mit einer der 8
beta-Untereinheiten (31-R8) zusammen (Carlos et al. 1994, Froese et al.
1994). Die Bindungsstelle der Integrine wird durch Anteile von beiden
Untereinheiten geformt und wird nach der beta-Untereinheit benannt (Froese et
al. 1994). Die Aktivierung der Integrine wahrend der Wechselwirkung mit dem
Endothelium erfolgt durch Mediatoren, wie platelet activating factor (PAF),
Interleukin-8 (IL-8), macrophage inhibitory protein(MIP)-13 und einigen
chemotaktischen Molekulen, die an ihre Rezeptoren auf den Leukozyten
binden (Hogg et al. 1993).

Innerhalb der Integrin-Familie sind nur 5 Mitglieder an der Adh&sion von
Leukozyten an das Endothelium beteiligt: die beta2-Integrine (LFA-1;
CD11a/CD18, MAC-1; CD11b/CD18, p150/95; CD11c/CD18), das betal-
Integrin VLA-4 (a431, CD49d/CD29) und a437 (Carlos et al. 1994).



Basale Stimula- Liganden
CAM Familie | Expres- | toren der auf den Familie
sion Expression Leukozyten
E-Selektin |Selektin fehlt IL-1, SlLea, Zucker
(ELAM-].) TN F-alpha, SLex, Zucker
ODFR, L-Selektin (LAM-1), Selektin
IFN-gamma, |ESL-1, Glykoprot.
LPS PSGL-1 Mucin
P-Selektin |Selektin fehlt Histamin, SlLea, Zucker
(GMP-140) (in WPG) Thrombin, SlLex, Zucker
ODFR PSGL-1 Mucin
ICAM-1 Ig niedrig IL-1, LFA-1 (CD11a/CD18), |Integrin
TNF-alpha, Mac-1 (CD11b/CD18) |Integrin
IFN-gamma
ICAM-2 Ig mafig keine LFA-1 (CD11a/CD18) |Integrin
VCAM-1 Ig sehr niedrig |IL-1, VLA-4 (CD49d/CD29, |Integrin
TNF-alpha alphadbetal), Integrin
alphadbeta7
(CD49d/beta7)
? ? ? ? p150,95(CD11cCD18) |Integrin
2 ? ? ? L-Selektin (LAM-1) Selektin
PECAM-1 |lg ? ? PECAM-1 (CD31) g
(CD31)
Fibronektin |Glyko- ? ? VLA-4 (CD49d/CD29, |Integrin
(CS-1) protein alphadbetal)

Tabelle 11: Ubersicht tiber die zellularen Adhasionsmolekiile (CAM) auf den
Endothelzellen, welche bei der leukozytaren Adhasion beteiligt sind (ELAM-
1=endotheliales leukozytares Adh&sionsmolekil-1, GMP-140=granulares Mem-
branprotein-140, LAM-1=leukozytdres Adh&asionsmolekuil-1, ICAM-1=interzel-
lulares Adhasionsmolekiil-1, VCAM-1=vaskulares zellulares Adh&sionsmolekul-
1, PECAM=platelet-endothelial cell adhesion molecule, IL-1=Interleukin-1,
TNF-alpha=Tumornekrosefaktor-a, IFN-gamma=Interferon-g, ODFR= oxygen-
derived free radicals (freie Sauerstoffradikale), LPS=Lipopolysaccharide, SLe
a=sialyl Lewis a, SLe x=sialyl Lewis x, LFA-1=lymphozytares funktionsassozi-
iertes Molekil-1, Glykoprot.=Glykoprotein, Ig=Immunglobulin-Superfamilie,
WPG= Weibel-Palade Granula)

Die Immunglobulin-Superfamilie besteht aus zellularen Oberfachenmolekilen,
die entweder in der Antigenerkennung (C1-Typ) oder in der Komplementbin-
dung oder zellularen Adhasion (C2-Typ) involviert sind (Carlos et al. 1994). Die
C2-Typen sind durch eine oder mehrere extrazellulare Immunglobulin-ahnliche
Domaénen, eine Membranregion und einen zytoplasmatischen Anteil (wenn der
Rezeptor membrangebunden ist) charakterisiert (Carlos et al. 1994, Froese et
al. 1994).



Innerhalb der Immunglobulin-Superfamilie werden 5 Mitglieder durch Endothel-
zellen exprimiert, die an der Leukozytenadhéasion beteiligt sind: das interzellu-
lare Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1), das interzellulare Adhasionsmolekil-2
(ICAM-2), das platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) und
das mucosal addressin (MAdCAM-1; Carlos et al. 1994).

1.2.1. Selektine

Die Selektine sind eine Familie von drei Proteinen, die Adhasionen zwischen
Leukozyten und den Endothelzellen einerseits und zwischen Leukozyten und
Thrombozyten andererseits vermitteln (Rosen et al. 1994). Die Selektin-Familie
besteht aus drei zellularen Oberflachenmolekilen: E-Selektin (endotheliales
leukozytdres Adhasionsmolekil-1, ELAM-1, CDG62E), P-Selektin (platelet
activation dependent granule-external membrane protein, PADGEM, granule
membrane protein-140, GMP-140, CD62P) und L-Selektin (leukozytares Adha-
sionsmolekil-1, LAM-1, MEL-14, CD62L; Bevilacqua et al. 1989, Bevilacqua et
al. 1993, Carlos et al. 1994, Collins et al. 1991, Johnston et al. 1990, Tedder et
al. 1989). Die Prafixe charakterisieren den Ort der Expression: E (endothelial),
P (platelet) und L (leukocyte; Carlos et al. 1994). E-Selektin und P-Selektin
werden von Endothelzellen exprimiert, P-Selektin auerdem von Thrombozyten
und L-Selektin wird nur auf Leukozyten exprimiert (Carlos et al. 1994).

Der Begriff "Selektin” verbindet im Namen das Vorhandensein einer Lektindo-
mane und die selektive Expression und Funktion dieser Molekile (Bevilacqua
1993). Strukturelle Gemeinsamkeiten der drei Selektine betreffen das Vor-
handensein einer C-Typ Lektindoméane (Calcium abh&angig) mit einer endstan-
digen Aminogruppe (Charakteristikum der carbohydrate recognition domain;
CRD, Kohlenhydrat-Erkennungsdoméane-Superfamilie), gefolgt durch eine epi-
dermal growth factor(EGF)-Domaéane, short consensus repeats (SCRs), ahnlich
denen im Komplementsystem, eine Membran(transmembrane)-Domane (TM)
und einen zytoplasmatischen Anteil (Bevilacqua 1993, Day 1994, Rosen et al.
1994, Tedder et al. 1995). Die Aminosauresequenz der Lektindoméne ist bei
allen Selektinen zu ungefahr 60% gleich, auch bei der EGF-Domane besteht
eine vergleichbare Ahnlichkeit (Bevilacqua et al. 1993). In der Tabelle 12 sind
die drei Selektine, deren Expression und Regulation zusammengefal3t.

Die Selektin-Familie vermittelt die Phase des "tether" bzw. "rolling” ("Halten"
bzw. "Rollen") der Adh&sionskaskade, bevor die eigentliche Adh&sion und Mi-
gration der Leukozyten in den subendothelialen Raum stattfindet (Abbassi et
al. 1993, Tedder et al. 1995, Wegner 1994). In Kontrast zu anderen zellularen
Adhéasionsmolekilen ist die Funktion der Selektine auf die Interaktion von
Leukozyten und Thrombozyten und Endothelium beschrénkt (Tedder et al.
1995). P-Selektin wird innerhalb von Minuten von den a-Granula der
Thrombozyten und Weibel-Palade Granula der Endothelzellen zur
Zelloberflache verlagert. Auf Monozyten, Neutrophilen und einigen
Lymphozyten wird L-Selektin kontinuierlich exprimiert und nach Aktivierung der
Zellen abgestolRen (Bevilacqua 1993, Lefer et al. 1994, Wegner 1994).



Selektin | Synonyme Expression Regulation Bindung an
durch
E-Selektin ELAM-1, Endothelium  |durch IL-1, TNF, LPS; [Monozyten,
CD62E Induktion der Ex- Neutrophile,
pression (in Stunden); |einige T-Zellen
RNA, Proteinsynthese
P-Selektin PADGEM, Thrombozyten, |durch Thrombin, Hista-|Monozyten,
GMP-140, Endothelium |min und andere; Neutrophile,
CD62P aus gespeicherten einige T-Zellen
Granula (in Minuten);
Induktion durch
Zytokine (in Stunden)
L-Selektin LAM-1, Monozyten, kontinuierliche Ex- aktiviertes Endo-
LECAM-1, Neutrophile, pression auf der Ober- |thelium,
CD62L, Lymphozyten |flache; Modulation der |high endothelial
MEL-14 Aktivitat; AbstoBung  |venules (HEV) von
nach der zellularen Lymphknoten
Aktivierung

Tabelle 12: Die Selektin-Familie der zellularen Adh&sionsmolekile
(ELAM-1=endotheliales leukozytares Adhéasionsmolekil-1, PADGEM=platelet
activation dependent granule-external membrane protein, GMP-140=granule
membrane protein-140, LAM-1=leukozytares Adhé&sionsmolekuil-1, IL-1=In-
terleukin-1, TNF=Tumornekrosefaktor, LPS=Lipopolysaccharid)

Alle Selektine vermitteln das Rollen der Leukozyten in den postkapillaren Ve-
nolen der Mikrozirkulation, um im Rahmen des inflammatorischen Prozesses
das Blutgefal3system zu verlassen und in das Gewebe einzudringen (Abbassi
et al. 1993, Dore’et al. 1993, Lefer et al. 1994, Ley et al. 1993). Ob das Pha-
nomen des Rollens auch in Venen oder Arterien stattfindet, ist noch nicht ge-
klart worden (Fuster et al. 1996).

E-Selektin wird nur nach Aktivierung durch Zytokine (IL-1, TNF-a, LPS=Dbakte-
rielles Endotoxin) in den Endothelzellen innerhalb von 4 bis 6 Stunden de novo
synthetisiert. An Orten der Entziindung findet sich die Expression des endothe-
lialen leukozytdren Adhasionsmolekils-1 auf dem Endothelium des Gefal3sy-
stems. Es kommt aul3erdem auf den Endothelzellen Uber arteriosklerotischen
Lasionen, besonders bei denen mit einer starken Akkumulation von Mono-
zyten/Makrophagen und Lymphozyten vor (Bevilacqua et al. 1994, Davies et al.
1993, Gallo 1995, Poston et al. 1992, Wal et al. 1992, Wood et al. 1993). Wei-
tere nachgewiesene oder wahrscheinliche Vorkommen sind: Vaskulitiden, Sep-
sis, adult respiratory distress syndrome (ARDS), Asthma bronchiale, entzindli-
che Darmerkrankungen, Hepatitis, Arthritis, in Rejektion befindliche transplan-
tierte Nieren und Herzen, Metastasierung und Dermatosen (z.B. Psoriasis). Bei
Patienten im septischen Schock lassen sich l6sliche Formen von E-Selektin im
Plasma nachweisen (Bevilacqua et al. 1994, Tedder et al. 1995).



1.2.2. Struktur vom endothelialen leukozytdren Adhasionsmolekiil-1
(ELAM-1, E-Selektin)

Die Selektine sind einzigartig, was das Vorkommen der drei extrazellularen Do-
manen (Lektin-, EGF-, SCR-Doméane) in enger Beziehung zueinander betrifft.
Wahrscheinlich ist diese enge Verwandtschaft wichtig fir die Rezeptorfunktion
(Tedder et al. 1995).

Die Lektin- und die EGF-Domane sind in die Zelladh&sion involviert (Graves et
al. 1994, Kansas et al. 1994, McEver et al. 1995, Tedder et al. 1995). Die SCR-
Doménen tragen indirekt zur Adhasion bei, indem sie fur die richtige Prasenta-
tion und Stabilisierung der Lektin-EGF-Domé&nen sorgen (Tedder et al. 1995).
Die Anzahl der SCR-Domanen schwankt bei den drei Selektinen: L-Selektin hat
zwei SCR-Domaénen, P-Selektin hat neun und E-Selektin besitzt sechs SCR-
Domanen (Bevilacqua 1993, Graves et al. 1994). Mdglicherweise wird die funk-
tionelle Affinitdt durch die Proteininteraktionen zwischen der EGF-Domane und
den SCR-Domanen und Proteinstrukturen der Liganden beeinflu3t (Cummings
et al. 1992, Rosen et al. 1994). Die Lektin-Doméane bedingt ein kohlenhy-
dratspezifisches Bindungsverhalten (Graves et al. 1994).

Wahrend die Erkennung der beiden anderen vaskuldren Adhéasionsmolekiile,
der Integrine und der Immunglobulin-Superfamilie auf der Interaktion von Pro-
teinstrukturen basiert, erfolgt die Erkennung bei den Selektinen vorwiegend
durch Kohlenhydratstrukturen, wie sialyl Lewis x (sLe x; Brandley et al. 1990,
Cummings et al. 1992, Graves et al. 1994, Munro et al. 1992, Phillips et al.
1990, Springer et al. 1991, Tyrell et al. 1991, Zhou et al. 1991). Diese Oligo-
saccharidstruktur befindet sich reichlich auf zirkulierenden Monozyten und
Neutrophilen. Auch L-Selektin présentiert bestimmte Kohlenhydratstrukturen
auf Leukozyten fur die Interaktion mit E-Selektin (ELAM-1) auf Endothelzellen
(Bevilacqua 1993, Cummings et al. 1992).

Das endotheliale leukozytare Adhasionsmolekil (ELAM-1, E-Selektin) ist ein
115-kDa Glykoprotein (Collins et al. 1991, Cummings et al. 1992). Die Struktur
der Domé&nen vom ELAM-1 ist in der Abbildung 2 zu sehen (Bevilacqua et al.
1993, Wegner 1994).

ELAM-1

SCR
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Abbildung 2: Struktur der Doméanen vom ELAM-1 (Lektin=Lektindoméane, EGF
=epidermal growth factor-Doméane, SCR=short consensus repeat-Doméanen,
TM=transmembrane(Membran)-Domane, CYTO=cytoplasmatische Sequenz)




Die DNA-Struktur des ELAM-1-Gens wurde 1989 von Bevilacqua beschrieben
(Bevilacqua et al. 1989). Das menschliche Gen besteht aus 14 Exonen und ist
auf dem langen Arm des Chromosoms 1 lokalisiert. Auch die Gene fir die bei-
den anderen Selektine (P-, L-Selektin) sind auf dem langen Arm des Chromo-
soms 1 lokalisiert (Collins et al. 1991). Die Proteinstruktur bzw. die Doméanen-
struktur von E-Selektin korreliert mit der Genstruktur (Collins et al. 1991). Die
EGF-Domane wird durch ein separates Exon (Exon 4) kodiert. Die SCR-Doméa-
nen sind jeweils in einzelnen Exons enthalten (Exon 5-Exon 10). Auch die
Membran(TM)-Domane wird von einem separaten Exon (Exon 11) kodiert.
Exon 1 enthalt die 5 untranslatierte(5"UT)-Region. Exon 2 kodiert den Rest der
5"UT-Region und den groRten Teil des Signalpeptides (Collins et al. 1991). Die
Tabelle 13 stellt die Positionen und die Lange der Exons vom menschlichen E-
Selektin (ELAM-1) und die sie kodierenden Doméanen dar (Bevilacqua et al.
1989, Collins et al. 1991).

IEEIS.V\;?;[f(StT;u(EE;\\h;IO;‘) Position der Exons im humanen ELAM-1 Gen
Doménen Exon Doméne Lange bp As
1 5'UT X X
2 Signalpeptid 85 12
Lektindoméane 3 Lektin 384 128
EGF-Domane 4 EGF 108 36
short consensus 5 SCR1 186 62
repeat(SCR)-Domane 6 SCR2 186 62
7 SCR3 189 63
8 SCR4 189 63
10 SCR5 189 63
SCR6 177 59
(TM)-Doméne 11 ™ 108 36
zytoplasmatische 12 CYTO 22 7
(CYTO)- Doméane 13 CYTO+3'UT 73 19
14 3'UT X X

Tabelle 13: Darstellung der Positionen und der Langen der Exons vom
menschlichen endothelialen leukozytaren Adhasionsmolekil-1 (ELAM-1, E-Se-
lektin; UT=untranslatiert, bp=Basenpaare, As=Aminosauren)



1.3. Ziele der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte das Gen des endothelialen leukozytéren
Adhéasionsmolekils-1  (ELAM-1, E-Selektin) auf DNA-Polymorphismen
untersucht werden, um einen mdglichen genetischen Hintergrund von
zellularen Interaktionen, die in den arteriosklerotischen Prozel3 involviert sind,
zu untersuchen.

Die Adhéasion von Monozyten an das Endothelium ist eine der ersten Verande-
rungen, die in arteriosklerotischen L&sionen auftreten (Fuster et al. 1996, Lusis
et al. 1992, Ross 1993). Die Endothelzellen nehmen am arteriosklerotischen
Prozel3 mit der Exprimierung von zellularen Adh&sionsmolekilen (CAM) wie
dem endothelialen leukozytaren Adhasionsmolekiil-1 (ELAM-1, E-Selektin) auf
ihrer Zelloberflache teil (Fuster et al. 1996, Ross 1993). Die Adhasionskaskade
ermoglicht den Monozyten, in die GefalRwand zu migrieren.

Angesichts der entscheidenden Bedeutung des E-Selektins fur die Interaktion
der Leukozyten mit den Endothelzellen, sollte geklart werden, ob ein DNA-Po-
lymorphismus dieses Molekils eine Rolle bei der friihzeitigen Arteriosklerose
der Koronararterien spielt. Aus diesem Grund sollten folgende Fragen geklart
werden:

a. Gibt es einen DNA-Polymorphismus des ELAM-1-Gens?

b. Préadisponiert ein moglicher DNA-Polymorphismus des ELAM-1-Gens zu
einer frihzeitigen Koronararteriensklerose?

C. Ist der analysierte Polymorphismus unabhangig von anderen Risiko-
faktoren einer Koronararteriosklerose?

d. Pradisponiert ein moglicher Polymorphismus zu einer Mehrgeféal3erkran-
kung der Koronararterien?

Patienten mit 50 Jahren oder jinger (E50 Jahre) mit interventionspflichtigen
Koronararterienstenosen wurden durch die Einzelstrang-Konformationspoly-
morphismus(SSCP)-Analyse und durch direkte Sequenzierung auf Polymor-
phismen im ELAM-1-Gen untersucht. Folgende Aufgaben wurden im einzelnen
erfullt:

a. Untersuchung des endothelialen leukozytaren Adhasionsmolekils-1
(ELAM-1, E-Selektin)-Gens auf einen DNA-Polymorphismus

b. Assoziationsanalyse zum Vergleich der Haufigkeiten des DNA-Polymor-
phismus in Abh&ngigkeit vom Alter (Patienten £40 Jahre, Patienten
£50/>40 Jahre)



Assoziationsanalyse zum Vergleich der Haufigkeiten des DNA-Polymor-
phismus in Abhangigkeit von den Risikofaktoren (mannliches Ge-
schlecht, Eigenanamnese einer koronaren Herzkrankheit, Familien-
anamnese einer koronaren Herzkrankheit (bei Eltern oder Geschwi-
stern), Zigarettenrauchen, Hyperlipidamie (Hypercholesterinamie, Hy-
pertriglyzeridamie), niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35
mg/dl), Diabetes mellitus, Adipositas und arterielle Hypertonie

Assoziationsanalyse zum Vergleich der Haufigkeiten des DNA-Polymor-
phismus in Abh&angigkeit vom Ausmald der Gefal3erkrankung (Ein-/
Mehr(Zwei- und Drei)gefal3erkrankungen)



2. Material und Methoden

2.1. Charakterisierung des Patientenkollektivs
2.1.1. Einschlul3kriterien
a. Mannliche oder weibliche Patienten der europiden Rasse, die minde-

stens eine angiografisch nachgewiesene, interventionsbedurftige Koro-
nararterienstenose hatten und zum Zeitpunkt des Studienbeginns 50
Jahre oder junger (£E50 Jahre) waren. Interventionsbedurftige Ko-
ronararterienstenosen wurden definiert als 350% Stenosen der Ko-
ronararterien, die einer therapeutischen Intervention (PTCA, DCA,
ACVB, IMA-Bypass) bedurften.

b. Zustimmung des Patienten nach lege artis durchgefuhrter Aufklarung
2.1.2. Anzahl, Alter und Geschlecht der Patienten

Es wurden 92 Patienten untersucht, die alle dem europiden Rassenkreis ange-
hdren und die sich nach Alter und Geschlecht folgendermal3en ordnen lassen:

Patienten in Anzahl der Mannlich/ Median in Min./Max. in
Jahren Patienten weiblich Jahren Jahren
n n
<50 92 82/10 44 27/50
<50/ > 40 51 45/6 47 43/50
<40 41 37/4 40 27/40

Tabelle 14: Anzahl, Alter und Geschlecht der Patienten (<50 Jahre=Patienten
mit 50 Jahren oder junger, <50/>40 Jahre=Patienten mit 50 Jahren oder junger
und alter als 40 Jahre, <40 Jahre=Patienten mit 40 Jahren oder jinger)

2.1.3. Die Diagnosesicherung mit der Koronarangiografie

Die Herzkatheteruntersuchung ist die derzeit genaueste Untersuchungsme-
thode und Goldstandart bei der Diagnostik der koronaren Herzkrankheit
(Fuster et al. 1992a, Fuster et al. 1996, Gross et al. 1996). Die angiografische
Darstellung eines veranderten Gefal3lumens ist der beste Beweis einer
Arteriosklerose (Isselbacher et al. 1995). Ausdehnung und Schweregrad einer
koronaren Herzkrankheit lassen sich objektivieren (Classen et al. 1994).
AulRerdem kann nur die genaue Kenntnis der Koronaranatomie (Lokalisation
und Ausmald der Stenosen) uber die Notwendigkeit und Art von



Revaskularisationsmaf3nahmen  (katheterinterventionell oder chirurgisch)
entscheiden (Classen et al 1994).

Alle Patienten sind wahrend des augenblicklichen (n=86) oder wahrend frihe-
rer Krankenhausaufenthalte (n=2) in der Charite” (n=88) oder in anderen
Krankenhausern (n=4) koronarangiografisch untersucht worden. Das Zeitinter-
vall der Koronarangiografien von augenblicklichen zu friheren Krankenhaus-
aufenthalten variierte von Monaten zu Jahren. Diese Patienten wurden einge-
schlossen, wenn sie seitdem katheterinterventionell (PTCA, DCA) und/oder
chirurgisch (ACVB, IMA-Bypass) revaskularisiert worden waren.

Angiografisches Kriterium einer Arteriosklerose war das Vorkommen von min-
destens einer Stenose von 50% oder mehr bzw. eine hochgradige Stenose von
mindestens einer Koronararterie, die interventionspflichtig war. Gould et al. un-
tersuchten 1974, ob eine Korrelation zwischen dem Grad der Stenose und der
Reduzierung des BlutfluBes existiert. Ab einer Stenose 350% zeigte sich eine
Verringerung der Koronarreserve (Steigerung der Ruhedurchblutung in den Ko-
ronararterien um den Faktor 5; Fuster et al. 1996, Stobbe et al. 1996, Zink et
al. 1990).

Die Einteilung der koronaren Herzkrankheit erfolgte in Abhangigkeit vom Aus-
mafd und der Lokalisation der Stenosen (350% Stenose) in der linken Herz-
kranzarterie (LCA) mit ihren Hauptéasten Ramus interventricularis anterior
(RIVA) und Ramus circumflexus (RCX) sowie der rechten Herzkranzarterie
(RCA) in 1-, 2- oder 3-Gefal3-Erkrankung (Classen et al. 1994, Fuster et al.
1996).

Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Unterteilung in Eingefal3er-
krankung und Mehrgefal3erkrankung (2- und 3-Gefalierkrankung). Alle ko-
ronarangiografischen Befunde sind durch Herrn Prof. S. Felix (Leitender Ober-
arzt der I. Medizinischen Klinik) und Herrn Prof. F. Kleber begutachtet worden.
Die Tabellen 15 und 16 geben einen Uberblick tiber die Art der GefaRerkran-
kung.

Anzahl der Patienten n
Patienten in 1-Gefal- 2-Gefal3- 3-Gefals-
Jahren erkrankung erkrankung erkrankung
<50 44 32 14
<50/ > 40 20 23 8
< 40 24 9 6

Tabelle 15: Die Anzahl der Patienten n mit einer 1-, 2- und 3-GefalRerkrankung




Anteil der Patienten in %
Patienten in 1-Gefal3- 2-Gefal- 3-Gefal-
Jahren erkrankung erkrankung erkrankung
<50 48,9 35,6 15,5
<50/ > 40 39,2 45,1 15,7
<40 61,5 23,1 15,4

Tabelle 16: Der prozentuale Anteil der Patienten mit einer 1-, 2- und 3-Ge-
falerkrankung

2.1.4. Interventionen

Ein EinschluRkriterium des Patientenkollektivs betraf die Interventionspflichtig-
keit der Koronararterienstenosen, also der koronaren Herzkrankheit. Interventi-
onspflichtige MaRnahmen umfal3ten katheterinterventionelle Behandlungen,
wie die perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) und die direktio-
nale koronare Atherektomie (DCA), sowie kardiochirurgische Mal3Bhahmen, wie
die aortokoronare Venenbypass(ACVB)-Operation und die Arteria-mammaria-
interna-Bypass(IMA-Bypass)-Operation. 7 Patienten (7,9%) sind sowohl kathe-
terinterventionell als auch chirurgisch behandelt worden. Kriterien der
interventionspflichtigen Koronararterienstenosen der Patienten umfal3ten das
Stellen der Indikation fur eine Revaskularisationsmal3nahme infolge der
durchgefihrten Koronarangiografie sowie bereits erfolgte
RevaskularisationsmaBhahmen an der Charite” oder an anderen
Krankenhausern. Diese bereits erfolgten Interventionen lagen Monate bis
Jahre zurlck. 53 Patienten (57,6%) waren zum Zeitpunkt der Studie bereits
interventionell therapiert worden. Die Tabelle 17 zeigt, welche Interventionen
bei den Patienten durchgefuhrt wurden bzw. welche Indikation zur Therapie
gestellt wurde.

Katheterinter- Katheterinter- | PTCA- oder
ventionen Bypass-Op ventionen Bypass-Op-
(PTCA, DCA) +Bypass-Op Indikation
InterV(intlonen 51 57 2 3
n=88
Anteil der
Interventionen 57,9 30,8 7,9 3,4
in %

Tabelle 17: Ubersicht tber die Interventionen (Anmerkung: Bei 4 Patienten

besteht z.Z. keine interventionelle Moéglichkeit)




2.2. Studienaufbau

Die Studie begann im September 1992 und war im Dezember 1995 abge-
schlossen. Nach erfolgter Aufklarung der Patienten und Zustimmung zur Auf-
nahme in die Studie wurde die Befragung der Patienten anhand standardisier-
ter Erhebungsboégen durchgefihrt.

Die Erhebungsbodgen beinhalteten Fragen zur Eigenanamnese und Familien-
anamnese kardiovaskularer Erkrankungen sowie erfolgten Interventionen und
Fragen zu mdglichen Risikofaktoren, wie Zigarettenrauchen, Hyperlipidamie,
Diabetes mellitus und Hypertonie. Aul3erdem wurde die Medikamentenanam-
nese im Hinblick auf Antidiabetika, Antihypertensiva und lipidsenkende Phar-
maka erhoben.

Weiterhin erfolgte die Blutdruckmessung, die Bestimmung von anthropometri-
schen Daten (GroRe, Gewicht) und eine einmalige vendse Blutentnahme zur
Bestimmung von Cholesterin, HDL-Cholesterin, Triglyzeriden und Blutzucker
sowie zur DNA-Polymorphismusanalyse. Das Blut fir die DNA-Polymorphis-
musanalyse wurde sofort im Kihlschrank bei -70°C tiefgefroren.

Alle ermittelten Daten wurden in den Erhebungsbdgen vermerkt und am Ende
der Studie analysiert.

2.2.1. Patientenrekrutierung

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte Uber die kardiologischen Stationen 15
und 16 und die kardiologische Intensivstation Illa der I. Medizinischen Klinik der
Charite”, wo sich die Patienten stationar wegen der Diagnostik bzw. der Thera-
pie einer koronaren Herzkrankheit aufhielten. AuRerdem konnten ungeféahr ein
Drittel der Patienten durch Einbestellung in die kardiologische Ambulanz der
I. Medizinischen Klinik der Charite” in die Studie aufgenommen werden. An-
hand der Analyse von Koronarangiografiebefunden von Patienten, die im Herz-
katheterbereich der |. Medizinischen Klinik der Charite” untersucht worden
waren, ist diese letzte Gruppe entstanden.

2.2.2. Aufklarungsgesprach

Der Patient wurde Uber den Ablauf und das Ziel der Studie aufgeklart. Nur bei
Zustimmung zur DNA-Polymorphismusanalyse der Blutprobe, erfolgte die Auf-
nahme in die Studie (siehe Einschluf3kriterien).

2.2.3. Bestimmung der Risikofaktoren

Als Risikofaktoren definiert man Variablen, die in einer prospektiven Untersu-
chung in statistischer Beziehung zu einer spater auftretenden Krankheit
stehen, ohne aber deren Ursache sein zu missen (Hecht et al. 1988). Diese
bestimmte Anzahl von Bedingungen sind bei Personen, die eine



Arteriosklerose entwikkeln, haufiger als in der Gesamtpopulation (Isselbacher
et al. 1995). Folgende Risikofaktoren wurden untersucht: mannliches
Geschlecht, Eigenanamnese einer peripheren arteriellen Verschlul3krankheit
oder einer koronaren Herzkrankheit, Familienanamnese einer koronaren
Herzkrankheit (bei Eltern oder Geschwistern), Zigarettenrauchen,
Hyperlipidamie, niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl),
Diabetes mellitus, Adipositas und arterielle Hypertonie (Assmann 1990,
Classen et al. 1994, Gross et al. 1996, Stobbe et al. 1996, Study group 1987,
Study group 1988). Hypercholesterinamie, Hypertonie und Zigarettenrauchen
sind die drei Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung einer koronaren
Herzkrankheit (Assmann 1990, Isselbacher et al. 1995).

2.2.3.1. Mannliches Geschlecht

Die Patientengruppe (n=92) setzte sich aus 82 méannlichen und 10 weiblichen
Patienten zusammen (siehe unter Charakterisierung des Patientenkollektivs).

5 bis 10 % der mannlichen Bevdlkerung in der Bundesrepublik Deutschland
leiden an einer koronaren Herzerkrankung, wobei das Geschlechterverhéltnis
Méanner : Frauen bei 4:1 liegt (Classen et al. 1994). Im hoheren Lebensalter
wird das Verhaltnis annahernd gleich (Fuster et al. 1996). Eine Behandlung
von Mannern nach Myokardinfarkt mit Ostrogen verstarkte die koronare
Herzkrankheit (KHK), bei postmenopausalen Frauen scheint sich die Inzidenz
der KHK zu vermindern (Fuster et al. 1996). Das mannliche Geschlecht ist als
irreversibler Risikofaktor der Atherosklerose zu betrachten (Classen et al.
1994, Isselbacher et al. 1995).

2.2.3.2. Eigenanamnese einer peripheren arteriellen Verschluf3-
krankheit oder einer koronaren Herzkrankheit

Innerhalb der Patientengruppe gab es 4 Patienten (4,5%), die neben der
koronaren Herzkrankheit eine periphere arterielle VerschluZkrankheit hatten.

Ein vorausgegangener Herzinfarkt wurde anhand dokumentierter medizinischer
Anlagen oder durch die anamnestischen Angaben des Patienten bestimmit.

2.2.3.3. Familienanamnese einer koronaren Herzkrankheit
(bei Eltern oder Geschwistern)

Die Familienanamnese einer koronaren Herzkrankheit, besonders die einer
frihzeitig auftretenden Erkrankung, ist ein starker unabh&angiger Risikofaktor
(Fuster et al. 1996). Nach Harrison ist die Familienanamnese einer vorzeitigen
koronaren Herzkrankheit (<55 Jahren bei Eltern oder Geschwistern) einer der
bedeutendsten Faktoren bei der Einschatzung des Risikos, indem sie die Er-
greifung praventiver Ma3nahmen ermoglicht (Isselbacher et al. 1995).



Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: die Gruppe mit der positiven Fa-
milienanamnese war charakterisiert durch das Vorhandensein eines
Herzinfarktes bei Eltern oder Geschwistern und die Gruppe mit der negativen
Familien-anamnese, charakterisiert durch das Fehlen eines Myokardinfarktes
in der Familienanamnese. Die Angaben hierzu wurden mit Hilfe des
Erhebungsbogens erfragt und da die Angaben hinsichtlich des Alters in der
Mehrzahl der Falle nicht prazise angegeben werden konnten, wurden alle
Familienereignisse unabhangig vom Zeitpunkt des Auftretens in die erste
Gruppe aufgenommen.

2.2.3.4. Zigarettenrauchen

Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Raucher, die gegenwartig rau-
chen oder in den letzten 10 Jahren geraucht haben und Nichtraucher, die nie
geraucht haben oder vor 10 Jahren letztmalig geraucht haben. Die Raucher
wurden weiter differenziert: Raucher, die weniger als 20 Zigaretten/d rauchen
und Raucher, die 20 oder mehr Zigaretten/d rauchen. Dies erfolgte wegen der
engen Beziehung von gerauchter Zigarettenmenge zum kardiovaskularen Ri-
siko und Sterberate (Isselbacher et al. 1995, Stobbe et al. 1996), es besteht
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung (Isselbacher et al. 1995).

Rauchen ist eine der Hauptursachen fir die Entstehung der koronaren Herz-
krankheit (Isselbacher et al. 1995, Study group 1987). Da die Angaben in der
Literatur hinsichtlich des Absinkens des Risikos fur eine koronare Herzerkran-
kung uneinheitlich sind (nach 1 Jahr; Isselbacher et al. 1995, nach 2-3 Jahren;
Gross et al. 1996, nach 5 Jahren; Stobbe et al. 1996, einige Jahre; Hornbostel
et al. 1992, nie; Classen et al. 1994, Risikoniveau von Nichtrauchern nach Ab-
stinenz), wahlten wir den Zeitraum von 10 Jahren als Abstinenzzeit, um einen
Patienten in der Gruppe der Nichtraucher zu fuhren.

2.2.3.5. Hyperlipidamie

Im Rahmen der Studie wurden folgende Parameter bei allen Patienten im
Serum bestimmt: Cholesterin, Triglyzeride und HDL-Cholesterin. Die
Hyperlipid-amie beinhaltet die Hypercholesterinamie und die
Hypertriglyzeridamie (Zink et al. 1990).

Die Hypercholesterinamie ist ein unabhangiger Risikofaktor (Study group 1987)
und geht eindeutig mit einer erhéhten Inzidenz an frihzeitiger koronarer Herz-
krankheit einher (Isselbacher et al. 1995, Kannel et al. 1971). Obwohl es laut
Framingham-Studie keine kritischen Werte gibt, oberhalb derer eine steile Zu-
nahme der Morbiditéat einsetzt (Hornbostel et al. 1992), entstanden Empfehlun-
gen zur Bewertung und Therapie von erhthten Cholesterinwerten (Assmann
1990, Isselbacher et al. 1995, Study group 1987, Study group 1988).

Die Hypertriglyzeriddmie kann bei einigen spezifischen Erkrankungen mit einer
frihzeitigen Atherosklerose verbunden sein (Isselbacher et al. 1995). In eini-



gen, aber nicht in allen Bevoélkerungsstudien, korrelieren erhdhte Triglyzerid-
werte allein mit einer koronaren Herzkrankheit (Isselbacher et al. 1995). Trigly-
zeride scheinen ein unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor bei den
Frauen und Mannern zu sein, die niedrige HDL-Cholesterin Werte (<1,04
mmol/l bzw. <40 mg/dl bzw. <0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl) haben (Assmann et al.
1992, Castelli 1986, Study group 1987).

Der High-density Lipoprotein(HDL)-Spiegel korreliert invers mit der Entwicklung
einer frihzeitigen koronaren Herzkrankheit (Assmann et al. 1992, Classen et
al. 1994, Isselbacher et al. 1995). In der Framingham-Studie war ein niedriges
HDL-Cholesterin ein wichtigerer Lipidrisikofaktor als erhdhte Werte fir Ge-
samtcholesterin oder LDL (Isselbacher et al. 1995, Kannel et al. 1979, Kronmal
et al. 1993). Nach den Empfehlungen der Europaischen Atherosklerose-Gesell-
schaft (EAS) basiert die Diagnose und Behandlung einer Fettstoffwechselsto-
rung auf der Messung von Cholesterin, Triglyzeriden und HDL-Cholesterin im
Serum und der Erfassung mdoglicher weiterer Risikofaktoren (Assmann 1990,
Study group 1987, Study group 1988).

Die empfohlenen Referenzwerte waren die Grundlage fir die Bildung der fol-
genden Gruppen.

2.2.3.5.1.  Hypercholesterinamie

Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten mit einer gesicherten
dokumentierten Hypercholesterinamie, die mit lipidsenkenden Pharmaka thera-
piert wurden bzw. mit erhdhten Cholesterinwerten, festgestellt durch die er-
folgte Blutentnahme und Patienten ohne eine Hypercholesterinamie bzw. mit
normalen Cholesterinwerten. Der Normalwert im Serum bzw. Plasma war defi-
niert <5,2 mmol/l bzw. <200 mg/dl (Assmann 1990, Study group 1987, Study
group 1988, Thomas 1995). Die erste Gruppe teilte sich weiter auf in eine
Gruppe von Patienten mit Cholesterinwerten von 5,2 mmol/ bis 7,8 mmol/l bzw.
200 mg/dl bis 300 mg/dl und in eine Gruppe von Patienten mit Choleste-
rinwerten von 27,8 mmol/l bzw. 3300 mg/dl.

Der Zusammenhang zwischen Hypercholesterinamie, Herzinfarkt und Arterio-
sklerose ist eindeutig belegt (Seiffert 1995). Es besteht ein proportionaler Zu-
sammenhang zwischen der HOhe des Cholesterinwertes im Serum und dem
Risiko der koronaren Herzkrankheit (Kannel et al. 1971). In der Framingham-
Studie konnte im Bereich von 4,8 mmol/l bis 8,7 mmol/l bzw. 185 mg/dl bis 335
mg/dl ein stetiger Anstieg des Risikos beobachtet werden (Kannel et al. 1971).
In der Multiple Risk Factor Intervention Trial Screening Programme(MRFIT)-
Studie ergab sich ein Anstieg in der Mortalitdt an der koronaren Herzkrankheit
von der niedrigsten zur héchsten Perzentile. Die Mortalitat war bei Serumchole-
sterinwerten von <4,7 mmol/l bzw. <182 mg/dl am niedrigsten. Ahnliche Ergeb-
nisse zeigten andere Studien (Study group 1987). Die NIH Consensus
Development Conference "Lowering Blood Cholesterol to Prevent Heart Di-
sease" empfahl die Senkung der Serumcholesterins auf 4,7 mmol/l bzw. 180
mg/dl fir Erwachsene, die junger als 30 Jahre sind und auf 5,2 mmol/l bzw. 200



mg/dl fur Erwachsene, die 30 Jahre oder alter sind (Study group 1987). Die
Einteilung der Patientengruppen in der Studie orientierte sich an den
Empfehlungen der Européischen Atherosklerose-Gesellschaft (EAS) von 1987
(Study group 1987) und 1988 (Study group 1988).

2.2.35.2. Hypertriglyzeridamie

Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten mit einer Hypertrigly-
zeriddmie und Patienten mit einer Normotriglyzeridamie. Der Normalwert im
Serum war definiert <2,3 mmol/l bzw. <200 mg/dl (Assmann 1990, Study group
1987, Study group 1988, Thomas 1995).

Viele Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit haben erhdhte Triglyzerid-
werte. Die Ergebnisse beziglich der Triglyzeride als ein Risikofaktor sind
widersprichlich in Studien bzw. in der Literatur (Boettiger et al. 1982, Carlson
et al. 1981, Isselbacher et al. 1995, Lusis et al. 1992). Einige Studien, wie die
Stockholm Prospective Study (SPS) zeigten einen Zusammenhang zwischen
dem Triglyzeridspiegel und dem Risiko, eine koronare Herzkrankheit zu
entwickeln (Boettiger et al. 1982, Carlson et al. 1981, Study group 1987). Die
Framingham Studie legte dar, daf’ Triglyzeride ein unabhangiger Risikofaktor
bei denjenigen Méannern und Frauen sind, die niedrige HDL-Cholesterin-
Spiegel (<1,04 mmol/l bzw. <40mg/dl) haben (Castelli 1986). Zu ahnlichen
Ergebnissen kam die Prospective Cardiovascular Minster(PROCAM)-Studie,
welche nur bei niedrigen HDL-Cholesterin Spiegeln (<0,9 mmol/l bzw. <35
mg/dl) eine Assoziation zwischen einer Hypertriglyzeridamie und dem Risiko
fur einen Myokardinfarkt oder Tod durch die koronare Herzkrankheit
verdeutlichen konnten (Assmann et al. 1992).

2.2.3.5.3. Kombinierte Hyperlipidamien

Kombinierte Hyperlipiddmien sind definiert durch das gleichzeitige Vorhanden-
sein von Hypercholesterindmie und Hypertriglyzeridadmie (Zink 1990).

Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten, die sowohl die Krite-
rien der Hypercholesterinamiegruppe als auch der Hypertriglyzeridamiegruppe
erfillen und Patienten, die sowohl die Kriterien der Normocholesterinamie-
gruppe als auch der Normotriglyzeridamiegruppe erfillen. Auf3erdem wurde
eine Gruppe von Patienten gebildet, die die Kriterien der Hypercholesterinamie
und der Hypertriglyzeriddmie erfullen und die ein niedriges HDL-Cholesterin
(<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl) haben.

Beide Fette, Cholesterin und Triglyzerid, sind im Stoffwechsel untrennbar mit-
einander verbunden. So kann eine chronisch gewordene Uberlastung des
Triglyzeridstoffwechsels eine entscheidende Rolle bei der Entstehung einer
Hypercholesterindmie spielen (Seiffert 1995).

2.2.3.6. Niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl)



Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten mit einem HDL-Chole-
sterin <0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl und Patienten mit einem HDL-Cholesterin
30,9 mmol/l bzw. 335 mg/dl. Es betraf nur Patienten der Hypercholesterin-
amiegruppe.

In der Framingham-Studie erwies sich das HDL-Cholesterin als der starkste
Lipidrisikofaktor fur die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit (Kannel et
al. 1979). Andere Studien konnten diese inverse Beziehung bestatigen
(Isselbacher et al. 1995, Study group 1987). Die Europaische Atherosklerose
Gesellschatft legte dar, dal® ein HDL-Cholesterinwert von <0,9 mmol/l bzw. <35
mg/dl ein wichtiger Faktor bei der Bewertung einer moglichen Fettstoffwech-
selstorung ist (Study group 1987, Study group 1988).

2.2.3.7. Diabetes mellitus

Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten mit einem gesicherten
dokumentierten Diabetes mellitus, die mit oralen Antidiabetika und/oder Insulin
therapiert wurden bzw. mit erhdhten Blutglukosewerten, festgestellt durch die
erfolgte Blutentnahme und Patienten ohne Diabetes mellitus bzw. mit normalen
Blutglukosewerten.

Die Normalwerte im Serum bzw. Plasma sind 4,22-6,11 mmol/l bzw. 76-110
mg/dl (Boehringer Mannheim 1991). Ein klinisch manifester Diabetes mellitus
ist ein gesicherter unabhangiger Risikofaktor fur die Entstehung einer Koronar-
sklerose (Classen et al. 1994, Isselbacher et al. 1995, Study group 1987). Ob
eine pathologische Glukosetoleranz bereits als Risiko zu betrachten ist, ist au-
genblicklich noch unklar (Classen et al. 1994). Aulerdem scheint das Risiko
fur eine arteriosklerotische Erkrankung mit dem Ausmalfd der Hyperglykamie
unter Diabetikern in keinem besonderen Zusammenhang zu stehen
(Isselbacher et al. 1995, Study group 1987).

2.2.3.8. Adipositas

Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten mit einem Korper-
massenindex oberhalb der 85. Perzentile (bei Mannern >27,8 kg/m?, bei
Frauen >27,3 kg/m2?) und Patienten mit einem Kdrpermassenindex unterhalb
der 85. Perzentile (bei Mannern £27,8 kg/m?, bei Frauen £27,3 kg/m?).

Der Korpermassenindex bzw. der Body-Mass-Index (BMI) ist folgendermalien
definiert: Kérpergewicht (in kg) : KoérpergrofRe (in m) im Quadrat. Die Framing-
ham-Studie zeigte, dal ein 20%iges Ubergewicht (dies entspricht dem BMI
oberhalb der 85. Perzentile) mit deutlichen Gesundheitsrisiken und mit einem
deutlichen Anstieg der Mortalitdt einhergeht (Hornbostel et al. 1992, Isselba-
cher et al. 1995).

2.2.3.9. Hypertonie



Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet: Patienten mit einem gesicherten
dokumentierten Hypertonus, die mit Antihypertensiva therapiert wurden bzw.
mit hypertonen Blutdruckwerten (nach der Definition der WHO), festgestellt
durch die erfolgte Messung und Patienten ohne einen Hypertonus bzw. mit
normotonen sowie grenzwertig erhohten Blutdruckwerten.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert als Hypertonie willkurlich ei-
nen systolischen Blutdruck von 160 mmHg oder dartber und/oder einen diasto-
lischen Blutdruck von 95 mmHg oder dariiber. Eine Normotonie ist durch systo-
lische Blutdruckwerte von weniger als 140 mmHg und diastolische Blutdruck-
werte von weniger als 90 mmHg charakterisiert. Ein systolischer Blutdruck zwi-
schen 140 und 159 mmHg sowie ein diastolischer Blutdruck zwischen 90 und
94 mmHg kennzeichnen den Grenzbereich (Gross et al. 1996, Isselbacher et
al. 1995, Stobbe et al. 1996).

Ein hoher Blutdruck ist ein wichtiger Risikofaktor fir die Atherosklerose
(Isselbacher et al. 1995). Da keine klare Differenzierung zwischen normalem
und hohem Blutdruck existiert, haben sich willkirliche Werte durchgesetzt, um
die Patienten zu definieren, bei denen ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung
einer kardiovaskularen Komplikation besteht und/oder die deutlich von einer
medikamentdsen Therapie profitieren wirden. Das kardiovaskulare Risiko
nimmt progressiv mit steigendem Blutdruck zu (Isselbacher et al. 1995). In der
Framingham-Studie war die Inzidenz einer koronaren Herzkrankheit bei Man-
nern im mittleren Alter mit hypertonen Blutdruckwerten (>160/95 mmHg) 5 mal
hoher als bei normotensiven Mannern (£140/90 mmHg; Isselbacher et al.
1995).

Die Messung des Blutdruckes erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit
der indirekten Methode nach Riva Rocci (RR) auskultatorisch. Die Messung
erfolgte am sitzenden Patienten am linken Arm, der in Herzhéhe gelagert
wurde. Eine Blutdruckmessung erfolgte am Anfang des Gesprachs und eine
weitere am Ende, wenn bei der ersten Messung erhdhte Blutdruckwerte festge-
stellt wurden. Der zweite Blutdruckwert wurde dann registriert (Assmann et
al.1992, Classen et al. 1994, Isselbacher et al. 1995).



2.2.4. Blutentnahme zur Bestimmung von Cholesterin, HDL-
Cholesterin, Triglyzeriden und Blutzucker und zur DNA-
Polymorphismusanalyse

Die Blutentnahme umfalite ein Serumréhrchen (10 ml) zur Bestimmung von
Blutzucker, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin und Triglyzeriden und ein
EDTA-Blutrohrchen (10 ml) zur DNA-Polymorphismusanalyse. Der Blutzucker
und die Lipide wurden im Chemielabor der Charite” bestimmt. Die vendse
Blutentnahme erfolgte morgens, um die geforderte Fastenzeit von 12-14 Stun-
den fur die Triglyzeridbestimmung einzuhalten.

Die Methodik: Cholesterin (Cholesterinoxidase-PAP-Methode), HDL-Choleste-
rin  (Phosphorwolframsaure-Féallung und Colesterinoxidase-PAP-Methode),
Triglyzeride (Glyzerinphosphat-oxidase-PAP-Methode) und Glukose (Hexo-
kinasemethode) wurden mit einem BM/Hitachi 747/737 Analyseautomaten
(Boehringer Mannheim, Bundesrepublik Deutschland) bestimmt (Boehringer
Mannheim 1991, Thomas 1995). Die Referenzwerte der Bestimmungsmetho-
den des Labors der Charite” sind im Einklang mit den in den o.g. Studien emp-
fohlenen Werten (Thomas 1995).

Die empfohlene Aufschiebung der Triglyzeridbestimmung um 3 Monate nach
schweren Erkrankungen wie Myokardinfarkt liel3 sich organisatorisch im Rah-
men dieser Studie nicht verwirklichen. Da Cholesterol in den ersten 24
Stunden eines Myokardinfarktes noch unbeeinflul3t ist, konnte die Blutent-
nahme in den meisten Fallen rechtzeitig erfolgen (Study group 1988).

Die intraindividuelle biologische Variabilitat der Lipide ist ausgepragt und durch
mehrere Studien beschrieben worden (Marcovina et al. 1994, Study group
1988). In einer Untersuchung von Marcovina et al. ergab sich eine intraindivi-
duelle Variabilitat von 6-7% fur Cholesterin und HDL-Cholesterin und 28% fir
Triglyzeride (Marcovina et al. 1994).



2.3. DNA-Polymorphismusanalyse

Die DNA-Polymorphismusanalyse erfolgte im molekularbiologischen Labor
der I. Medizinischen Klinik der Charite”. Sie kann in 4 Abschnitte unterteilt wer-
den: Die DNA-Praparation, nachfolgend die Polymerasekettenreaktion, danach
die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse und schliel3lich die
direkte  DNA-Sequenzierung. Die EDTA(Ethylendiamintetraessigsaure)-
Blutréhrchen (10 ml) wurden entweder gleich weiter bearbeitet oder bei -70°C
tiefgefroren.

2.3.1. DNA-Praparation

Zwei Methoden wurden bei der DNA-Praparation angewendet. Zum einen er-
folgte sie von Lymphozytenpellets durch SDS(Natrium-Dodecylsulfat)-Lyse,
Chloroform/Octanol-Extraktion und Athanolfallung (Davies et al. 1985). Zum
anderen diente dazu ein Extraktionskit von QIAGEN (QIAGEN GmbH, Hilden,
Bundesrepublik Deutschland). Nach Abschlul3 der DNA-Préparation wurde
spektrophotometrisch die Konzentration der DNA bestimmt. Eine nachfolgend
durchgefiihrte Agarosegel-Elektrophorese mit nachfolgender Farbung durch
Ethidiumbromid demonstrierte die Reinheit der untersuchten Proben (Qiagen
1995).

2.3.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) ist ein teilweise au-
tomatisiertes enzymatisches In-vitro-Verfahren zur Vermehrung
(Amplifizierung) von Nukleotidsequenzen (Friedman et al. 1996). Die
interessierenden Genbereiche, die Mutationen enthalten konnten, wurden
amplifiziert (Watson et al. 1993). Fir die nachfolgende Einzelstrang-
Konformationspolymorphismus-Analyse bildete die PCR die Voraussetzung.

250 ng Matrizen DNA wurden zusammengebracht mit einer 50 pl Reaktionslo-
sung, bestehend aus 50 nM KCL, 10 mM TRIS HCL (pH 9,0 bei 25°C), 1,5 mM
MgClI?, 0,2 mM Desoxynukleotide, 15 pmol jeweils von beiden Primern, 0,1%
Triton X-100 und 2,5 IU Tag-DNA-Polymerase (PROMEGA). In einem Techne
PHC-3 Thermal Cycler wurde die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei
95°C fur 5 min erreicht, gefolgt von insgesamt 30 Zyklen, charakterisiert durch
die Denaturationsphase bei 95°C fiur 30 sek, die Annealingphase (Abkuhlungs-
phase) bei 58°C fir 60 sek und die Extensionsphase (Polymerisationsphase)
bei 72°C fur 60 sek und abschlieRend eine letzte Extension bei 72°C fur 5 min
(Bauernfeind et al. 1995, Friedman et al. 1996, Jorde et al. 1995, Watson et al.
1993, Wenzel et al. 1994a, Wenzel et al. 1994D).

2.3.3. Einzelstrang-Konformationspolymorphismus(SSCP)-Analyse

Die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus(single-stranded conformation
polymorphism)-Analyse ist charakterisiert durch den Unterschied in der



elektrophoretischen Mobilitat zwischen einem mutierten und einem normalen
Fragment in neutralen Polyacrylamidgelen. Diese veranderte elektrophoreti-
sche Mobilitat entsteht durch eine Konformationsanderung eines einzelstrangi-
gen DNA-Fragmentes bedingt durch einzelne Basenaustausche (Gassen et al.
1996).

Es wurden 5% und 10% nichtdenaturierende Polyacrylamidgele, bestehend
aus 10% Glyzerol, verwendet. Die doppelstrangigen Fragmente wurden
denaturiert, um die Strange voneinander zu trennen. Danach wurden sie auf
dem Polyacrylamidgel einer Elektrophorese ausgesetzt. Die Elektrophorese
fand bei 20 W fiur 3-4 h bei verschiedenen Geltemperaturen (12°C und 20°C)
statt. AnschlieRend erfolgte die Silberfarbung der Gele, um die DNA sichtbar zu
machen (Lenk et al. 1993, Strachan et al. 1996, Watson et al. 1993, Wenzel et
al. 1996).

Zur Bestatigung der SSCP-Ergebnisse wurden die PCR-Fragmente vom Gel
gereinigt und mit radioaktiv markierten Primern (32 P) sequenziert. Die Aufrei-
nigung der PCR-Produkte erfolgte nach zwei Verfahren, die mit speziellen Kits
der QIAGEN GmbH durchgefuhrt wurden. Die Verfahren werden vom Hersteller
der dazugehdrigen Kits als QIAEX Il Gel Extraction und QIlAquick PCR Purifica-
tion bezeichnet. Bei QIAEX Il Gel Extraction handelt es sich um eine Agarose-
gel-Extraktion und bei QIAquick PCR Purification um eine direkte Extraktion
(ohne Gelelektrophorese; Qiagen 1995).

2.3.4. Direkte DNA-Sequenzierung

Die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse erlaubte keine Aus-
sage zu Art und Position der Mutation. Somit muf3te eine DNA-Sequenzierung
angeschlossen werden (Friedman et al. 1996, Jorde et al. 1995, Strachan et al.
1996).

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem fmol DNA Sequencing System
(PROMEGA; Wenzel et al. 1996). Zur Sequenzierung wurde die SANGER-
Methode verwendet, die auch als Kettenabbruch- oder Didesoxynukleotid-Ver-
fahren bezeichnet wird. Die einzelstrangige DNA dient dabei als Matrix fur die
enzymatische Synthese komplementéarer Strange, die schliel3lich gelelektro-
phoretisch analysiert werden.



2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit dem Statistikprogrammpaket SPSS
fur PC, Version 4.1. Die absoluten und relativen Haufigkeiten der kategorialen
Merkmale wurden bestimmt. Die Vergleiche bezuglich der Haufigkeit des Auf-
tretens eines Merkmals wurden mit der x2-Kontingenztafelanalyse nach Pear-
son durchgefiuhrt. Hierbei erfolgte die Testung auf Unabhangigkeit bzw. Homo-
genitat. Bei niedrigen Beobachtungswerten und bei p-Werten im Grenzbereich
(p=0,05-0,1) wurde zusatzlich zur Kontrolle der Fisher's Exact Test (einseitig
getestet) durchgefihrt. Einheitlich wurde als Signifikanzniveau fir die Irrtums-
wahrscheinlichkeit p=0,05 (entspricht der Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) fest-
gelegt (Sachs 1992).

Die Berechnung von Mittelwert, Standardabweichung und Median erfolgte mit
dem Tabellenkalkulationsprogramm von Microsoft Excel Version 5,0. Dies be-
traf folgende GroRRen: Alter, Geschlecht, Zigarettenmenge, Cholesterin-, HDL-
Cholesterin-, Triglyzerid- und Blutzuckerwerte und Body-Mass-Index (Sachs
1992).

2.4.1. Kontingenztafelanalyse fur die Haufigkeiten der Mutationen in
Abh&angigkeit vom Alter

Die Kontingenztafelanalyse fir die Haufigkeit der Patienten mit dem DNA-Po-
lymorphismus in Abh&angigkeit vom Alter beinhaltete die Haufigkeiten der
Merkmale in der Altersgruppe 50 Jahre oder junger und é&lter als 40 Jahre
(E50/>40 Jahre) sowie in der Altersgruppe 40 Jahre oder junger (£40 Jahre).
Jeder der drei Polymorphismen ist einzeln untersucht worden.

2.4.2. Kontingenztafelanalyse fur die Haufigkeiten der Mutationen in
Abh&ngigkeit von den Risikofaktoren

Die Kontingenztafelanalyse fur die Haufigkeiten der Patienten mit den Polymor-
phismen in Abh&angigkeit von den Risikofaktoren erfolgte jeweils fur alle Patien-
ten (E50 Jahre), fur die Altersgruppe 50 Jahre oder junger und alter als 40
Jahre (£50/>40 Jahre) sowie flr die Altersgruppe 40 Jahre oder jinger (£40
Jahre). Dies betraf folgende Risikofaktoren: mannliches Geschlecht, Eigen-
anamnese einer koronaren Herzkrankheit (Myokardinfarkt), Familienanamnese,
Zigarettenrauchen, Hypercholesterindmie, Hypertriglyzeridamie, kombinierte
Hyperlipidamie, niedriges HDL-Cholesterin, Diabetes mellitus, Adipositas und
Hypertonie. AuRerdem wurde eine moégliche Abhangigkeit mit dem Ausmal’ der
Koronararteriensklerose durch Vergleich von Ein- und Mehr(2- und 3-)-Gefal3-
erkrankungen ermittelt. Jeder der drei Polymorphismen ist einzeln untersucht
worden.



3. Ergebnisse

3.1 DNA-Polymorphismusanalyse vom endothelialen leukozyta-
ren Adhasionsmolekul-1 (ELAM-1, E-Selektin)

Die DNA-Polymorphismusanalyse vom endothelialen leukozytaren Adhé&sions-
molekil-1 (ELAM-1, E-Selektin) erfolgte durch die Polymerasekettenreaktion
(PCR), die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus(SSCP)-Analyse und
durch direkte DNA-Sequenzierung der PCR-Fragmente. Es wurden Gense-
guenzen untersucht, die folgende Regionen bzw. Domanen kodieren: 5" un-
translatierte(5"UT)-Region, Epidermaler Wachstumsfaktor(EGF)-Domane und
Membran(TM)-Doméne.

3.1.1. Darstellung der Polymorphismen

In der 5"untranslatierten (5"UT)-Region wurde ein Guanin zu Thymin Polymor-
phismus (G98T) entdeckt. Nur zwei Polymorphismen aus den anderen Doma-
nen bzw. Bereichen fuhrten zu einem entsprechenden Aminosaureaustausch:
Ein Adenin zu Cytosin und ein Cytosin zu Thymin Polymorphismus in der Epi-
dermalen Wachstumsfaktor(EGF)-Doméane bzw. in der Membran(TM)-Doméne.

Die DNA-Mutation von Adenin zu Cytosin an Position 561 (A561C) in der EGF-
Doméne resultierte in einem Aminosaureaustausch von Serin zu Arginin an
Position 128 (Serl128Arg). In der TM-Domane fihrte die DNA-Mutation von
Cytosin zu Thymin an Position 1839 (C1839T) zu einem Aminosaureaustausch
von Leucin zu Phenylalanin an Position 554 (Leu554Phe). In der Tabelle 18
sind die Polymorphismen zusammengefalit.

Nukleotidposition Aminosaurestelle Region/Doméne
G98T - 5"UT-Region
A561C Serl28Arg EGF-Domane
C1839T Leu554Phe TM-Doméne

Tabelle 18: DNA-Polymorphismus des endothelialen leukozytdren Adh&sions-
molekuls-1 (ELAM-1, E-Selektin) (A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin,
Arg=Arginin, Leu=Leucin, Phe=Phenylalanin, Ser=Serin)

Die Abbildung 3 zeigt den Polymorphismus in der 5"UT-Region, diagnostiziert
durch die SSCP-Analyse. In der Abbildung 4 ist der Polymorphismus in der
5'UT-Region zu sehen, dargestellt durch direkte Sequenzierung der PCR-
Fragmente.
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Abbildung 3: Polymorphismus in der 5UT-Region, diagnostiziert durch die
Einzelstrang-Konformationspolymorphismus(SSCP)-Analyse (+ Mutation in
einem Allel, - keine Mutation, ++ Mutation in beiden Allelen)
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Abbildung 4: Polymorphismus in der 5"UT-Region, analysiert durch direkte
Sequenzierung der PCR-Produkte (+ Mutation in einem Allel, - keine Mutation,
++ Mutation in beiden Allelen, A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin)

3.1.2. Anzahl der Patienten mit Mutationen und Allelfrequenzen

Von allen untersuchten Patienten im Alter von 50 Jahren und jinger (n=92)
hatten jeweils 28 Patienten (30,4%) den A561C-Polymorphismus in der EGF-
Domaéane und den G98T-Polymorphismus in der 5"UT-Region. Bei 12 Patienten
(13,0%) wurde der C1839T-Polymorphismus in der TM-Doméane gefunden.

Tabelle 19 zeigt die Anzahl der Patienten mit Mutationen und die Allelfrequen-
zen fir alle Patienten (£50 Jahre) (Die Allelfrequenz ist folgendermal3en defi-
niert: Anzahl der mutierten Allele : Gesamtzahl der Allele). In der Abbildung 5
ist die Haufigkeit der Patienten mit dem DNA-Polymorphismus graphisch dar-
gestellt.



Patienten
< 50 Jahre Patienten mit Mutationen
n=92
Region/Doméne Anzahl n Anteil in % Allelfrequenzen
EGF-Domane 28 30,4 0,152
5"UT-Region 28 30,4 0,152
TM-Domane 12 13 0,065

Tabelle 19: Ubersicht tUber die Anzahl der Mutationen bei allen Patienten
(<50 Jahre) und entsprechende Allelfrequenzen

Haufigkeit der Patienten mit dem DNA-Polymorphismus

30
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Anzahl der Patienten

EGF-Doméne 5'UT-Region TM-Doméne

Region/ Doméne

Abbildung 5: Haufigkeit der Patienten mit dem DNA-Polymorphismus
3.1.3. Genotypen

Der DNA-Polymorphismus wurde bei den Patienten £50 Jahren mit interventi-
onspflichtigen Koronararterienstenosen nur im heterozygoten Zustand gefun-
den. In der Patientengruppe £50 Jahre, d.h. bei allen Patienten, traten die be-
schriebenen Polymorphismen in der EGF-Domaéne, in der 5"UT-Region und in
der TM-Doméne gemeinsam bei 4 Patienten auf (xxx), davon entfallen 3 Pati-
enten in die Altersgruppe £40 Jahre. 56 Patienten hatten keine der Mutationen
(000). Die A561C-Mutation in der EGF-Domane wurde nur bei einem Patienten
nicht in Zusammenhang mit der G98T-Mutation in der 5"UT-Region gefunden.
Innerhalb der Patientengruppe £40 Jahre fanden sich die beiden Mutationen
immer gemeinsam.

Die beobachteten Genotypen sind in den Tabellen 20 und 21 zusammenge-
stellt. In den Abbildungen 6 und 7 sind die Genotypen jeweils graphisch darge-
stellt.



Patienten

< 50 Jahre Patienten mit Mutationen
n=92

E'(\S/Illijgtlg'rll'(/a'l?M Anzahl n Anteil in %

XXX 4 43
XXO0 23 o5
XOX 1 1.1
X00 0 0
0Xo0 1 1,1
000 56 60,9
00X 7 7.6
OXX 0 0

Tabelle 20: Genotypen des DNA-Polymorphismus von allen Patienten (<50
Jahre) (x=Mutation, o=keine Mutation, EGF=A561C-Mutation in der EGF-
Domane, 5°UT=G98T-Mutation in der 5"'UT-Region, TM=C1839T-Mutation in
der TM-Doméne)
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Abbildung 6: Genotypen (EGF/5"'UT/TM) des DNA-Polymorphismus von allen
Patienten (<50 Jahre) (x=Mutation, o=keine Mutation, EGF=A561C-Mutation in
der EGF-Doméne, 5'UT=G98T-Mutation in der 5 UT-Region, TM=C1839T-
Mutation in der TM-Doméne)



Patienten mit Mutationen

Patienten Patienten
<50/ >40 Jahre <40 Jahre
n=51 n=41
El(\BAE;[?iS'rII'(IB'IrJM Anzahl n Anteil in % Anzahl n Anteil in %
XXX 1 2 3 7,3
XX0 9 17,6 14 34,2
XOX 1 2 0 0
X00 0 0 0 0
0X0 1 2 0 0
000 33 64,7 23 56,1
00X 6 11,7 1 2,4
OXX 0 0 0 0

Tabelle 21: Genotypen des DNA-Polymorphismus der Patienten £50/>40 Jahre
(<50/>40) und der Patienten £40 Jahre (<40) (x=Mutation, o=keine Mutation,
EGF=A561C-Mutation in der EGF-Doméane, 5'UT=G98T-Mutation in der 5°UT-

Region, TM=C1839T-Mutation in der TM-Doméne)
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Abbildung 7: Genotypen (EGF/5'UT/TM) des DNA-Polymorphismus der
Patienten £50/>40 Jahre (<50/>40) und der Patienten £40 Jahre (<40)




(x=Mutation, o=keine Mutation, EGF=A561C-Mutation in der EGF-Domane,
5'UT=G98T-Mutation in der 5°UT-Region, TM=C1839T-Mutation in der TM-
Domane)

3.2. Vergleich bezuglich der Haufigkeiten des Auftretens der
Polymorphismen in Abhangigkeit vom Alter

Beim Vergleich bezuglich der Haufigkeit des Auftretens der gefundenen Poly-
morphismen in Abhé&ngigkeit vom Alter (Vergleich der beiden Altersgruppen
£50/>40 Jahre und £40 Jahre) liel3 sich ein statistisch signifikanter (p=0,0393)
Anstieg der Haufigkeit der Polymorphismen in der EGF-Domane und in der
5"UT-Region bei den Patienten £40 Jahre nachweisen.

Bei allen Patienten (n=92) wurden die G98T- und die A561C-Polymorphismen
jeweils bei 28 Patienten beobachtet. Davon entfielen jeweils 11 Mutationen
(39,3%) auf die Patienten zwischen 40 und 50 Jahren (£50/>40 Jahre) und 17
Mutationen (60,7%) auf die Patienten mit 40 Jahren und jinger (£40 Jahre).

In der TM-Doméane konnte eine Signifikanz nicht gezeigt werden (p=0,4808).
Allerdings war die Anzahl der Mutationen in der TM-Domé&ne insgesamt sehr
gering.

Die Tabelle 22 stellt die Anzahl der Mutationen fir die zwei Patientengruppen
£50/>40 Jahre und £40 Jahre dar.

Patienten mit Mutationen
Patienten Patienten
< 50/ > 40 Jahre < 40 Jahre
n=51 n=41

Region/Doméne Anzahl n Anzahl n p-Wert
EGF-Doméane 11 17 0,0393
5"UT-Region 11 17 0,0393
TM-Domaéane 8 4 0,4012

Tabelle 22: Haufigkeit der Patienten mit dem DNA-Polymorphismus in Abhén-
gigkeit vom Alter (fettgedruckte p-Werte kennzeichnen p £0,05)

Die prozentualen Haufigkeiten der Patienten mit dem DNA-Polymorphismus
und die Allelfrequenzen sind in der Tabelle 23 dargestellt.



Patienten mit Mutationen

Patienten Patienten
<50/ >40 Jahre <40 Jahre
n=51 n=41
Reg|9n/ Anteil in % Allelfre- Anteil in % Allelfre-
Domaéane quenzen quenzen
EGF-Domane 21,6 0,107 41,5 0,207
5"UT-Region 21,6 0,107 41,5 0,207
TM-Doméne 15,7 0,078 9,7 0,048
Tabelle 23: Prozentuale Haufigkeiten der Patienten mit dem DNA-

Polymorphismus und Allelfrequenzen in Abhangigkeit vom Alter

In der Abbildung 8 ist die prozentuale Haufigkeit der Patienten mit dem DNA-

Polymorphismus in Abhangigkeit vom Alter graphisch dargestellt.
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Abbildung 8: Prozentuale H&aufigkeiten der Patienten mit dem DNA-Polymor-

phismus in Abh&ngigkeit vom Alter

3.3. Vergleich bezuglich der Haufigkeiten des Auftretens der
Polymorphismen in Abhangigkeit von den Risikofaktoren

Fiur jeden Risikofaktor (mannliches Geschlecht, Myokardinfarkt in der Eigen-
anamnese, positive Familienanamnese, Zigarettenrauchen, Hypercholeste-
rinamie, Hypertriglyzeridamie, kombinierte Hyperlipidamie, niedriges HDL-
Cholesterin, Diabetes mellitus, Adipositas, Hypertonie) wurde eine mdgliche
Assoziation mit der G98T-Mutation in der 5"UT-Region, mit der A561C-Muta-



tion in der EGF-Domane und mit der C1839T-Mutation in der TM-Doméane un-
tersucht.

Sowohl fur die Hypertriglyzeriddmie als auch fir die positive
Familienanamnese wurde eine statistisch signifikante Assoziation mit der
A561C-Mutation in der EGF-Doméane und mit der G98T-Mutation in der 5°UT-
Region gefunden.

3.3.1. Mannliches Geschlecht

Tabelle 24 zeigt die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in  Abh&ngigkeit vom
Geschlecht. Es wurden 82 Manner (89,1%) und 10 Frauen (10,9%) insgesamt
untersucht. Davon entfielen 37 Manner (45,1%) und 4 Frauen (40,0%) auf die
Altersgruppe £40 Jahre. Die Beobachtungswerte bei den Frauen waren gering.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
S;%i;:é Patienten | MNL WBL
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Domane <50 25 30,5 3 30 0,9747
<50/ > 40 9 20 2 33,3 | 0,4557
<40 16 43,2 1 25 0,4817
5"UT-Region <50 25 30,5 3 30 0,9747
<50/ > 40 9 20 2 33,3 | 0,4557
<40 16 43,2 1 25 0,4817
TM-Domane <50 12 14,6 0 0 0,1945
<50/ > 40 8 17,8 0 0 0,2607
<40 4 10,8 0 0 0,4888

Tabelle 24: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abh&ngigkeit vom Ge-
schlecht (MNL=mé&nnlich, WBL=weiblich)
3.3.2. Myokardinfarkt in der Eigenanamnese

Von 89 Patienten hatten 77 Patienten (86,5%) einen Myokardinfarkt, davon 7
(9,1%) auch einen Reinfarkt. Die Beobachtungswerte bei den Patienten ohne
Myokardinfarkt waren sehr gering.



Tabelle 25 zeigt die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit
eines abgelaufenen Myokardinfarktes.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
g;%i;r?é Patienten MI+ MI-
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Doméane <50 22 28,6 3 25 0,7979
<50/ > 40 8 19 3 33,3 | 0,3443
<40 14 40 0 0 0,1681
5"UT-Region <50 23 29,8 2 16,7 0,3438
<50/ > 40 9 21,4 2 22,2 0,9581
<40 14 40 0 0 0,1681
TM-Doméane <50 9 11,7 3 25 0,2092
<50/ > 40 5 11,9 3 33,3 | 0,1087
<40 4 11,4 0 0 0.5359

Tabelle 25: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit eines abge-
laufenen Myokardinfarktes (Ml+=abgelaufener Myokardinfarkt, MI-=kein Myo-
kardinfarkt)

3.3.3. Positive Familienanamnese

Bei 35 Patienten (39,3%) von 89 Patienten konnte eine positive Familienanam-
nese (Myokardinfarkt bei Geschwistern oder Eltern) festgestellt werden, bei 54
Patienten (60,7%) war keine positive Familienanamnese vorhanden.

Die Patienten mit einer positiven Familienanamnese sind durch eine statistisch
signifikant (p=0,0441) héhere Mutationshaufigkeit hinsichtlich dem G98T-Poly-
morphismus in der 5"UT-Region und dem A561C-Polymorphismus in der EGF-
Domane charakterisiert. 14 Patienten (40%) der Patientengruppe mit einer po
sitiven Familienanamnese hatten die Mutation, im Vergleich zu 11 Patienten
(20,4%) der Patientengruppe mit einer negativen Familienanamnese.

Auch bei den Patienten mit 40 Jahren und jlnger lies sich eine statistisch signi-
fikante (p=0,0344) Haufung der G98T- und A561C-Polymorphismen nachwei-
sen. Dies betraf 9 Patienten (56,2%).



Die Tabelle 26 gibt eine Ubersicht tiber die Haufigkeit des DNA-Polymorphis-
mus in Abhangigkeit einer positiven Familienanamnese.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
Soer%i;:é Patienten | FA+ FA-
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Doméane <50 14 40 11 20,4 0,0441
<50/ > 40 5 26,3 6 18,7 | 0,5253
<40 9 56,2 5 22,7 0,0344
5"UT-Region <50 14 40 11 20,4 0,0441
<50/ > 40 5 26,3 6 18,7 | 0,5253
<40 9 56,2 5 22,7 0,0344
TM-Domane <50 3 8,6 9 16,7 0,2747
<50/ > 40 1 53 7 21,8 0,1147
<40 2 12,5 2 9,1 0,7353

Tabelle 26: Ubersicht tber die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Ab-
hangigkeit einer positiven Familienanamnese (FA+=positive Familienanam-
nese, FA-=negative Familienanamnese; fettgedruckte p-Werte kennzeichnen
p £0,05)

In den Abbildungen 9 und 10 sind die prozentualen Haufigkeiten fir die
A561C-Mutation und die G98T-Mutation graphisch dargestellt.



Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in der EGF-Domane
in Abhangigkeit einer positiven Familienanamnese

60
50
40
30
20 A
10 A

BFA+
B FA-

Anteil der Patienten
mit Mutationen (%)

<50/ > 40

Alter der Patienten

Abbildung 9: Prozentualer Anteil der A561C-Mutation in der EGF-Doméne bei
Patienten mit einer positiven Familienanamnese (FA+) sowie bei Patienten mit
einer negativen Familienanamnese (FA-)

Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in der 5’"UT-Region
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil der G98T-Mutation in der 5"UT-Region bei
Patienten mit einer positiven Familienanamnese (FA+) sowie bei Patienten mit
einer negativen Familienanamnese (FA-)

3.3.4. Zigarettenrauchen

79 Patienten (88,8%) von 89 Patienten waren Zigarettenraucher, die im Mittel
22414 Zigaretten/d (Median 20) geraucht haben. Die Beobachtungswerte bei
den Nichtrauchern waren sehr gering. 33 Patienten (41,8%) rauchten 20 Ziga-
retten/d oder mehr und 46 Patienten (58,2%) weniger als 20 Zigaretten/d.

Die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus im Vergleich zum Zigarettenrauchen
ist in den Tabellen 27 und 28 dargestellt.



Patienten mit DNA-Polymorphismus
[Ij:r?]ig:é Patienten ZIG+ ZIG-

?gr?rrei:: Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
EGF-Domane <50 24 30,4 1 10 0,1767
<50/ > 40 10 23,2 1 12,5 0,497
<40 14 38,9 0 0 0,2671
5°UT-Region <50 24 30,4 1 10 0,1767
<50/ > 40 10 23,2 1 12,5 0,497
<40 14 38,9 0 0 0,2671
TM-Domane <50 11 13,9 1 10 0,7321
<50/ > 40 7 16,3 1 12,5 | 0,7872
<40 4 11,1 0 0 0,6182

Tabelle 27: Vergleich der Haufigkeiten des DNA-Polymorphismus bei Rauchern
und Nichtrauchern (ZIG+=Zigarettenraucher, ZIG-=Nichtraucher)

Patienten [< 20 ZIG > 20 ZIG
Ssr%ig:é ?2;:":;: Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
EGF-Doméane <50 16 34,8 8 24,2 0,3151
<50/ > 40 6 26,1 4 20 0,6375
<40 10 43,5 4 30,8 | 0,4525
5"UT-Region <50 17 36,9 7 21,2 0,1334
<50/ > 40 7 30,4 3 15 0,2321
<40 10 43,5 4 30,8 | 0,4525
TM-Domane <50 6 13 5 15,1 0,7895
<50/ > 40 3 13 4 20 0,5377
<40 3 13 1 7,7 0,6236

Tabelle 28: Anzahl der Mutationen bei Rauchern mit 320 Zigaretten/d (>20
ZIG) und bei Rauchern mit <20 Zigaretten/d (<20 ZIG)




3.3.5. Hypercholesterinamie

Von 89 Patienten hatten 72 Patienten (80,9%) einen Cholesterinwert von
85,2 mmol/l bzw. 3200 mg/dl und 17 Patienten (19,1%) einen Cholesterinwert
von <5,2 mmol/l bzw. <200 mg/dl. Der Mittelwert des Cholesterins betrug
6,44+1,53 mmol/l bzw. 247,7+58,8 mg/dl (Median 6,44 bzw. 247,7).

Innerhalb der Patientengruppe mit der Hypercholesterindmie betrugen die
Cholesterinwerte bei 61 Patienten (84,7%) zwischen 5,2-7,8 mmol/l bzw. 200-
300 mg/dl und bei 11 Patienten (15,3%) 27,8 mmol/l bzw. 3300 mg/dI.

3 Patienten (8,3%) zwischen 40 und 50 Jahren hatten die C1839T-Mutation
(TM-Doméne) in der Patientengruppe mit Cholesterinwerten von 5,2-7,8
mmol/l, im Vergleich dazu hatten 2 Patienten (33,3%) diese Mutation in der
Gruppe mit Cholesterinwerten 37,8 mmol/l. Mit einem p-Wert von 0,08 nach
Pearson ist tendenziell ein Anstieg des TM-Polymorphismus bei Cholesterin-
werten 37,8 mmol/l zu verzeichnen. Allerdings sind die Beobachtungswerte ge-
ring. Der Fisher's Exact Test berechnete einen héheren p-Wert (p=0,1413).
Die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit von der
Hypercholesterinamie ist aus den Tabellen 29 und 30 zu ersehen.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
g;%i;r?é Patienten CHO+ CHO-
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Domane <50 19 26,4 6 35,3 | 0,4625
<50/ > 40 9 21,4 2 22,2 0,9581
<40 10 33,3 4 50 0,3852
5"UT-Region <50 20 27,8 5 29,4 0,8927
<50/ > 40 10 23,8 1 11,1 | 0,4006
<40 10 33,3 4 50 0,3852
TM-Domane <50 9 12,5 3 17,6 0,5762
<50/ > 40 5 11,9 3 33,3 | 0,1087
<40 4 13,3 0 0 0,2748

Tabelle 29: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abh&angigkeit einer Hyper-
cholesterindmie (CHO+=Hypercholesterinamie, CHO-=Normocholesterindmie)



Patienten mit DNA-Polymorphismus

Region/ Patienten CHO CHO

Domane 5,2-7,8 >7,8
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert

Jahren

EGF-Doméane <50 17 27,9 2 18,2 0,5022
<50/ > 40 8 22,2 1 16,7 | 0,7588
<40 9 36 1 20 0,4884
5"UT-Region <50 18 29,5 2 18,2 0,4401
<50/ > 40 9 25 1 16,7 0,6572
<40 9 36 1 20 0,4884
TM-Domane <50 7 11,5 2 18,2 0,5358
<50/ > 40 3 8,3 2 33,3 0,08*
<40 4 16 0 0 0,3366

Tabelle 30: Anzahl der Mutationen bei Patienten mit Cholesterinwerten
zwischen 5,2-7,8 mmol/l (5,2-7,8) und bei Patienten mit Cholesterinwerten 37,8
mmol/l (>7,8) (* Fisher’s Exact Test: p=0,1413)

3.3.6. Hypertriglyzeridamie

Im Mittel betrugen die Triglyzeridwerte 2,56+1,63 mmol/l bzw. 222,6+141,7
mg/dl (Median 2,20 bzw. 191,3). Bei 43 Patienten (48,3%) trat eine Hypertrigly-
zeridamie (32,3 mmol/l) auf, bei 46 Patienten (51,7%) eine Normotriglyzerid-
amie (<2,3mmol/l).

Die Tabelle 31 stellt die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit
des Triglyzeridwertes dar.

Die Hypertriglyzeridamie ist neben der positiven Familienanamnese der einzige
Risikofaktor, bei dem eine statistisch signifikanter Anstieg des DNA-Polymor-
phismus beobachtet wurde. Sowohl die A561C-Mutation in der EGF-Doméne
als auch die G98T-Mutation in der 5"UT-Region treten bei der Patientengruppe
£40 Jahre bei den Patienten mit einer Hypertriglyzeridamie signifikant
(p=0,0436) haufiger auf als bei den Patienten mit einer Normotriglyzeridamie.
10 Patienten (52,6%) der Patientengruppe mit einer Hypertriglyzeridamie
hatten die G98T- und A561C-Polymorphismen, 4 Patienten (21,0%) aus der
Gruppe mit einer Normotriglyzeridamie.



AulRerdem stellt sich die G98T-Mutation in der 5"UT-Region bei den 89 unter-
suchten Patienten £50 Jahre als signifikant (p=0,0202) erhdht bei den
Patienten mit einer Hypertriglyzeriddmie dar. Dies betraf 17 Patienten (39,5%)
der Patientengruppe mit einer Hypertriglyzeriddmie, im Vergleich zu 8
Patienten (17,4%) aus der Gruppe mit einer Normotriglyzeridamie.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
g;%i;r?é Patienten TGL+ TGL-
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren

EGF-Domane <50 16 37,2 9 19,6 | 0,0642
<50/ > 40 6 25 5 18,5 0,5743
<40 10 52,6 4 21 0,0436
5"UT-Region <50 17 39,5 8 17,4 0,0202
<50/ > 40 7 29,2 4 14,8 | 0,2136
<40 10 52,6 4 21 0,0436

TM-Domane <50 6 13,9 6 13 0,9
<50/ > 40 3 12,5 5 18,5 0,5552
<40 3 15,8 1 53 0,2904

Tabelle 31: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abh&ngigkeit des
Triglyzeridwertes (TGL+=Hypertriglyzeridamie, TGL-=Normotriglyzeridamie;
fettgedruckte p-Werte kennzeichnen p £0,05)

In den Abbildungen 11 und 12 sind die prozentualen Haufigkeiten fur die
A561C-Mutation und die G98T-Mutation graphisch dargestellt.

Abbildung 11 (folgende Seite): Prozentualer Anteil der A561-Mutation in der
EGF-Domane bei Patienten mit einer Hypertriglyzeridamie sowie bei Patienten
mit einer Normotriglyzeridamie (TGL+=Hypertriglyzeridamie, TGL-=Normo-
triglyzeridamie)
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil der G98T-Mutation in der 5"UT-Region bei
Patienten mit einer Hypertriglyzeridamie sowie bei Patienten mit einer
Normotriglyzeriddmie (TGL+=Hypertriglyzeridamie, TGL-=Normotriglyzerid-
amie)

3.3.7. Kombinierte Hyperlipidamie

37 Patienten (41,6%) von 89 Patienten hatten eine kombinierte Hyperlipidamie,
d.h. sie hatten eine Hypercholesterin- und eine Hypertriglyzeridamie, 11
Patienten (12,4%) hatten weder eine Hypercholesterin- noch eine
Hypertriglyzerid-amie. Den Vergleich beziglich der Haufigkeiten des DNA-
Polymorphismus mit der kombinierten Hyperlipidamie zeigt Tabelle 32.

AulRerdem erfolgte die Analyse fur die 13 Patienten (14,6%), die neben einer
Hypercholesterin- und Hypertriglyzeriddmie ein niedriges HDL-Cholesterin



(<0,9 mmol bzw. <35 mg/dl) besitzen. Dies ist aus Tabelle 33 zu ersehen.

Patienten mit DNA-Polymorphismus

Region/ Patienten CHO+ CHO-

Domane TGL+ TGL-
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert

Jahren

EGF-Doméane <50 15 40,5 5 45,4 0,7716
<50/ > 40 6 28,6 2 33,3 | 0,8217
<40 9 56,2 3 60 0,8824
5"UT-Region <50 16 43,2 4 36,4 0,6845
<50/ > 40 7 33,3 1 16,7 | 0,4304
<40 9 56,2 3 60 0,8824
TM-Domane <50 5 13,5 2 18,2 0,7001
<50/ > 40 2 9,5 2 33,3 | 0,1476
<40 3 18,7 0 0 0,2956

Tabelle 32: Vergleich beziglich der Haufigkeiten des DNA-Polymorphismus
und der kombinierten Hyperlipiddmie (CHO+/TGL+=Hypercholesterindmie +
Hypertriglyzeridamie, CHO-/TGL-=Normocholesterindmie + Normotriglyzerid-
amie)

In der Patientengruppe mit der kombinierten Hyperlipidamie sowie niedrigen
HDL-Cholesterinwerten fand sich bei den Patienten zwischen 40 und 50 Jahren
kein TM-Polymorphismus (0%) , in der Gruppe mit normalen Lipidwerten zeig-
ten 2 Patienten (33,3%) den Polymorphismus. Die Assoziation erreichte aber
keine Signifikanz (p=0,077). Der Fisher’s Exact Test ergab einen p-Wert von
0,1648. Die Beobachtungswerte waren sehr gering.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
Region/ CHO+ CHO-
Dor?]ane Patienten TGL+ TGL-
HDL- HDL+
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Domane <50 7 53,8 5 45,4 0,682
<50/ >40 3 37,5 2 33,3 0,8721
<40 4 80 3 60 0,4901




Region/ CHO+ CHO-
Dorglane Patienten TGL+ TGL-
HDL- HDL+
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
5"UT-Region <50 7 53,8 4 36,4 0,3917
<50/ > 40 3 37,5 1 16,7 0,3931
<40 4 80 3 60 0,4901
TM-Domane <50 2 15,4 2 18,2 0,8546
<50/>40 0 0 2 33,3 0,077*
<40 2 40 0 0 0,1138

Tabelle 33: Anzahl der Patienten mit Mutationen bei einer kombinierten Hyper-
lipiddmie und niedrigen HDL-Cholesterin und normalen Lipidwerten
(CHO+/TGL+/HDL-=Hypercholesterindmie + Hypertriglyzeriddmie + niedriges
HDL-Cholesterin, CHO-/TGL-/HDL+=Normocholesterindmie +
Normotriglyzerid-amie + HDL-Cholesterin 30,9 mmol/l) (* Fisher's Exact Test:
p=0,1648)

3.3.8. Niedriges HDL-Cholesterin

Die HDL-Cholesterinwerte lagen im Mittel bei den 89 untersuchten Patienten
bei 1,06+£0,30 mmol/l bzw. 40,8+11,5 mg/dl (Median 0,98 bzw. 37,7). Innerhalb
der Patientengruppe mit Hypercholesterinwerten von 5,2 mmol/l bis 7,8 mmol/l
bzw. von 200 mg/dl bis 300 mg/dl zeigte sich bei 20 Patienten (32,8%) ein
niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl), bei 41 Patienten
(67,2%) HDL-Cholesterinwerte von 30,9 mmol/l bzw. 3 35 mg/dl.

Die Patienten mit 40 Jahren und jinger und niedrigen HDL-Cholesterinwerten
zeigten mit 33,3% einen deutlich héheren Anteil an Mutationen in der TM-Do-
mane als diejenigen mit normalen HDL-Cholesterinwerten (6,2%). Die Assozia-
tion erreichte aber keine statistische Signifikanz (p=0,0762). Die
Beobachtungswerte waren gering (3 bzw. 1 Patient). Der Fisher's Exact Test
bestatigte die Nichtsignifikanz (0,1162).

Die Tabelle 34 stellt die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit
des HDL-Cholesterins dar.



Patienten mit DNA-Polymorphismus
g;%i;r?é Patienten HDL- HDL+
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren

EGF-Domane <50 8 40 9 21,9 0,139
<50/ > 40 4 36,4 4 16 0,1758

<40 4 44 .4 5 31,2 0,5094

5"UT-Region <50 8 40 10 24,4 0,2095
<50/ > 40 4 36,4 5 20 0,2963

<40 4 44 4 5 31,2 0,5094

TM-Domane <50 4 20 3 7,3 0,1446
<50/ > 40 1 9,1 2 8 0,9131
<40 3 33,3 1 6,2 0,0762*

Tabelle 34: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit des HDL-
Cholesterins (HDL-=HDL-Cholesterin <0,9 mmol/l, HDL+=HDL-Cholesterin
30,9 mmol/l) (* Fisher’s Exact Test: p-Wert=0,1162)

3.3.9. Diabetes mellitus

Von 89 Patienten hatten 8 Patienten (9,0%) ein Diabetes mellitus, bei 81 Pati-
enten (91,0%) lag kein Diabetes mellitus vor. Der Mittelwert des gemessenen
Blutzuckers betrug 5,2+1,6 mmol/l bzw. 92,9+28,6 mg/dl (Median 4,9 bzw.
87,5).

Die Patienten mit 40 Jahren und junger und mit einem Diabetes mellitus waren
durch eine hoéhere Haufigkeit des DNA-Polymorphismus (EGF-Doméane bzw.
5'UT-Region: 100%, TM-Domaéane: 50%) im Vergleich zu Nichtdiabetikern
(EGF-Doméane bzw. 5'UT-Region: 33,3%, TM-Domane: 8,3%) charakterisiert.
Eine statistische Signifikanz trat jedoch nicht auf (EGF bzw. 5°UT: p=0,0571,
TM: p=0,0616). Die Beobachtungswerte waren sehr gering. Der Fisher’s Exact
Test bestatigte die Nichtsignifikanz (EGF bzw. 5'UT: p=0,1294, TM: p=0,2019).

Eine Ubersicht tber die Anzahl der Patienten mit dem DNA-Polymorphismus
bei Vorliegen eines Diabetes mellitus gibt Tabelle 35.



Patienten mit DNA-Polymorphismus
g;%i;gé Patienten DM+ DM-
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Doméane <50 3 37,5 22 27,2 0,5347
<50/ > 40 1 16,7 10 22,2 0,7559
<40 2 100 12 33,3 | 0,0571*
5"UT-Region <50 3 37,5 22 27,2 0,5347
<50/ > 40 1 16,7 10 22,2 0,7559
<40 2 100 12 33,3 |0,0571*
TM-Domane <50 2 25 10 12,3 0,3174
<50/ > 40 1 16,7 7 15,5 | 0,9439
<40 1 50 3 8,3 |0,0616*

Tabelle 35: Ubersicht Uber die Anzahl der Patienten mit dem DNA-
Polymorphismus bei Vorliegen eines Diabetes mellitus (DM+=Vorliegen eines
Diabetes mellitus, DM-=kein Diabetes mellitus) (* Fisher's Exact Test: EGF:
p=0,1294, 5°UT: p=0,1294, TM: p=0,2019)

3.3.10. Adipositas

27 Patienten (30,3%) lagen mit ihrem Body-Mass-Index (BMI) uber der 85.
Perzentile (bei Mannern >27,8 kg/mz2, bei Frauen >27,3 kg/m?2), 62 Patienten
(69,7%) unter der 85. Perzentile. Im Mittel betrug der BMI 26,3%£3,8 kg/m?2
(Median 26,1). Tabelle 36 gibt eine Ubersicht tiber die Anzahl der Mutationen
bei Patienten mit Adipositas und ohne Adipositas.

Patienten mit DNA-Polymorphismus

Domane Patienten BMI+ BMI-
Alterin Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Domane <50 9 33,3 16 25,8 0,4676
<50/ >40 5 33,3 6 16,7 0,1873

<40 4 33,3 10 38,5 0,7606




Reg|9n/ Patienten BMI+ BMI-
Domaéane
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
5"UT-Region <50 9 33,3 16 25,8 0,4676
<50/ > 40 5 33,3 6 16,7 0,1873
<40 4 33,3 10 38,5 0,7606
TM-Doméne <50 3 11,1 9 14,5 0,6654
<50/ > 40 2 13,3 6 16,7 0,7655
<40 1 8,3 3 11,5 0,7647

Tabelle 36: Ubersicht (ber die Anzahl der Mutationen bei Patienten mit
Adipositas (BMI+) und ohne Adipositas (BMI-)

3.3.11. Hypertonie

Bei 37 Patienten (41,6%) von 89 Patienten fand sich eine arterielle Hypertonie,
bei 52 Patienten (58,4%) nicht.

2 Hypertoniker (5,4%) mit 50 Jahren und junger wiesen die Mutation in der TM-
Doméne auf, im Vergleich dazu 10 Patienten (19,2%) ohne Hypertonie. Zwi-
schen 40 und 50 Jahren hatte 1 Hypertoniker (5,0%) diese Mutation, im Ge-
gensatz zu 7 Patienten (22,6%) ohne Hypertonus. Der hohere Anteil des
C1839T-Polymorphismus bei Patienten ohne Hypertonus erreichte aber keine
statistische Signifikanz (£50 Jahre: p=0,0598, £50/>40 Jahre: p=0,0918). Auch
hier waren die Beobachtungswerte gering. Der Fisher's Exact Test bestatigte
die Tendenz bei den Patienten mit 50 Jahren und jinger (p=0,0546). Fur die
Patienten zwischen 40 und 50 Jahren errechnete sich ein p-Wert von 0,0949.

Die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus im Vergleich zur Hypertonie ist in Ta-
belle 37 dargestellt.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
Domane Patienten | HYPT+ HYPT-
?2;":;: Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
EGF-Doméane <50 11 29,7 14 26,9 0,7715
<50/ > 40 5 25 6 19,3 | 0,6322
<40 6 35,3 8 38,1 | 0,8587




Region/ Patienten | HYPT+ HYPT-
Domane
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
5"UT-Region <50 11 29,7 14 26,9 0,7715
<50/ > 40 5 25 6 19,3 0,6322
<40 6 35,3 8 38,1 0,8587
TM-Domaéane <50 2 54 10 19,2 0,0598*
<50/ > 40 1 5 7 22.6 0,0918*
<40 1 5,9 3 14,3 0,4013

Tabelle 37: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus im Vergleich zur Hypertonie
(HYPT+=Vorliegen einer Hypertonie, HYPT-=keine Hypertonie) (* Fisher’s
Exact Test: <50/>40 Jahre: p=0,0949, <50 Jahre: p=0,0546)



3.4. Vergleich bezuglich der Haufigkeiten des Auftretens der
Polymorphismen in Abhéngigkeit vom Ausmal3 der Koronar-
arterienstenosen

Die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhéangigkeit vom Ausmal3 der Ko-
ronararterienstenosen durch Vergleich von Ein- und Mehr(2- und 3-)-Gefal3-
erkrankungen ist aus Tabelle 38 zu ersehen.

Bei den Patienten (£50/>40 Jahre) mit einer Mehrgefal3erkrankung war der
C1839T-Polymorphismus in der TM-Doméane mit 25,8% hoher als bei den Pa-
tienten mit einer EingefalRerkrankung (5,0%). Eine statistisch signifikante Asso-
ziation fand sich nicht (p=0,057). Die Beobachtungswerte waren gering. Der
Fisher’s Exact Test bestatigte jedoch eine gewisse Tendenz (p=0,0585).

Auch fur die anderen DNA-Polymorphismen zeigte sich keine statistisch signifi-
kante Assoziation.

Patienten mit DNA-Polymorphismus
g;%i;r?é Patienten EGE MGE
Alter in Anzahl n| Anteil % | Anzahl n| Anteil % | p-Wert
Jahren
EGF-Doméane <50 11 25 17 36,9 0,2206
<50/ > 40 2 10 9 29 0,1066
<40 9 37,5 8 53,3 | 0,3319
5"UT-Region <50 12 27,3 16 34,8 0,4417
<50/ > 40 3 15 8 25,8 | 0,3596
<40 9 37,5 8 53,3 | 0,3319
TM-Domane <50 4 9,1 8 17,4 0,2468
<50/ > 40 1 5 8 25,8 0,057*
<40 3 12,5 0 0 0,1541

Tabelle 38: Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit von einer
Ein-gefalRerkrankung (EGE) und MehrgefaRerkrankung (MGE) (* Fisher’s
Exact Test: p=0,0585)

4, Diskussion



4.1. Rolle des endothelialen leukozytaren Adhasionsmolekuls-1
(ELAM-1, E-Selektin) bei der Adhé&sion von Leukozyten an
die GefalRwand

Das Modell der Adhasionskaskade beschreibt eine Folge von Adh&sionszu-
standen, welche durch die initiale Bildung von Mediatoren und Aktivierung des
Endotheliums in der Nahe des Entzindungsherdes in Gang gesetzt wird
(Carlos et al. 1994). Die Selektine vermitteln die Adh&sion von Leukozyten an
die Endothelzellen im traumatisierten und entziindeten Gewebe (Tedder et al.
1995). Alle Selektine erméglichen das Rollen von zirkulierenden Monozyten,
Neutrophilen und Lymphozyten entlang von stimuliertem Endothelium (Abbassi
et al. 1993, Dore’et al. 1993, Hogg et al. 1995, Ley et al. 1993). Intravitale Mi-
kroskopie konnte klar das Rollen von Neutrophilen entlang der GefalBwand in
postkapillaren Venolen nachweisen und dieses Phanomen ist wahrend akuter
Entziindungsvorgange deutlich verstarkt (Dore” et al. 1993, Lasky 1992,
Wegner 1994). Lymphozyten kénnen wahrscheinlich auch ohne die Vermittlung
der Selektine Uber ihre alpha4 Integrine (a437) rollen (Hogg et al. 1995).

Die Adhasionskaskade mit den drei Phasen "tether/rolling” ("Halten/Rollen™),
“"trigger/glue” ("Triggerung/Anheften”) und "migration" ("Migration") ist in der
Abbildung 13 dargestellt.

Das Selektin-vermittelte Rollen erfolgt im Gegensatz zur "glue"-Phase
(Interaktion Integrin-immunglobulin-Superfamilie) ohne Leukozytenaktivierung
(Hogg et al. 1995). Rollen findet nur unter den Bedingungen des Blutflusses
statt und resultiert aus Scherkraften, die auf den einzelnen Monozyten wirken
und Selektin-vermittelten Bindungszustéanden (Carlos et al. 1994). Die Mono-
zyten und Neutrophilen rollen mit Geschwindigkeiten, die unter denen von frei
flieBenden Leukozyten liegen, so dal3 die juxtakrine Triggerung der Integrinre-
zeptoren auf den Leukozyten erfolgen kann (McEver et al. 1995).

Nach der Phase des "tether" erfolgt eine weitere Aktivierung des Endotheliums
und nun auch der Leukozyten durch Zytokine (Interleukine), Chemokine
(Tumornekrosefaktor-a; TNF-a, platelet-activating factor; PAF) und chemotakti-
sche Substanzen (C5a; Bevilacqua et al. 1993, Rinder et al. 1996, Wegner
1994). Die Interaktion zwischen den Integrinen auf der Oberflache der Mono-
zyten und Neutrophilen und ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1 (Immunglobulin-Su-
perfamilie) auf den Endothelzellen bedingt eine starkere Adhé&sion ("glue") und
letztendlich die transendotheliale Migration in den subendothelialen Raum
(Bevilacqua 1993, Bevilacqua et al. 1994, Carlos et al. 1994).

Das Phanomen des Rollens konnte bisher in den Arterien noch nicht nachge-
wiesen werden, moglicherweise ist der Anteil der rollenden Leukozyten kleiner
als in der Mikrozirkulation (Carlos et al. 1994).



Adhéasionskaskade

1. Tether/Rolling 2. Trigger/Glue 3. Migration

Abbildung 13: Die Adhasionskaskade mit den drei Phasen "tether/rolling"
("Halten/Rollen"), "trigger/glue” ("Triggerung/Anheften”) und "migration"
("Migration™). Die erste Phase ist charakterisiert durch das Rollen der Mono-
zyten bzw. der Neutrophilen auf dem Endothelium, welches die Selektine, wie
das ELAM-1 vermitteln. Die 2. Stufe ist die Aktivierung der Monozyten bzw.
Neutrophilen durch Chemokine wie C5a, infolgedessen eine starkere Adhasion
durch die Interaktion von Integrinen (z.B. VLA-4) mit Mitgliedern aus der Im-
munglobulin-Superfamilie (z.B. VCAM-1) resultiert. Auch in der 3. Phase, der
Migration, erfolgt ein Zusammenspiel von Integrinen wie LFA-1 und Vertretern
aus der Immunglobulin-Superfamilie wie ICAM-1 (Lasky 1992, Wegner 1994).
(ELAM-1=endotheliales leukozytares Adh&sionsmolekil-1, sLe x=sialyl Lewis
X, VLA-4=a4l31-Integrin, LFA-1=lymphozytéres funktionsassoziiertes Molekul-1,
ICAM-1=interzellulares Adhasionsmolekil-1, VCAM-1=vaskulares zellulares
Adhéasionsmolekul-1)

4.2. Rolle vom endothelialen leukozytaren Adhasionsmolekutl-1
(ELAM-1, E-Selektin) bei der Arteriosklerose

Die Adhasion von Monozyten und Lymphozyten an das Endothelium der
gro3en Arterien ist eines der ersten Ereignisse in der Pathogenese der Arte-
riosklerose. Die transendotheliale Migration der Monozyten in den subendothe-
lialen Raum, die Akkumulation in der Intima und Entwicklung zu Schaumzellen
(“foam cells") und die Synthese von Zytokinen und Wachstumsfaktoren sind
entscheidende pathogenetische Faktoren.

Die Endothelzellen nehmen am arteriosklerotischen Prozel3 mit der Exprimie-
rung von zellularen Adhasionsmolekilen (CAM) auf ihrer Zelloberflache teil
(Fuster et al. 1996, Ross 1993). Die Adhasionskaskade erméglicht den Mono-
zyten, in die Gefallwand zu migrieren. Die "klassischen" Familien der Adhasi-
onskaskade (Selektine, Integrine, Immunglobulin-Superfamilie) wurden bisher
teilweise in experimentell induzierten arteriosklerotischen Lasionen von Tieren



und in explantierten Herzen, in resezierten Gewebestlicken (nach chirurgischer
Rekonstruktion bzw. Resektion) und postmortal nachgewiesen (Davies et al.
1993, Gallo 1995, Johnson-Tidey et al. 1994, Poston et al. 1992, Printseva et
al. 1992, Wal et al. 1992, Wood et al. 1993).

In hypercholesterinamischen Tiermodellen wurde die VCAM-1-Expression auf
arteriellen Endothelzellen tber frihen arteriosklerotischen L&sionen (Cybulsky
et al. 1991) und auf glatten Muskelzellen (Jang et al. 1994) nachgewiesen.
Beim Menschen sind folgende Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie bis-
her nachgewiesen worden: ICAM-1 (Davies et al. 1993, Johnson-Tidey et al.
1994, Poston et al. 1992, Printseva et al. 1992, Wal et al. 1992, Wood et al.
1993) und VCAM-1 (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wood et al. 1993).

Die Endothelzellen Uber arteriosklerotischen Lasionen zeigen eine verstarkte
Expression von P-Selektin (Johnson-Tidey et al. 1994). Der Nachweis vom en-
dothelialen leukozytaren Adhasionsmolekil-1 (ELAM-1, E-Selektin) auf dem
Endothelium tber arteriosklerotischen Lasionen in menschlichen Koronararte-
rien konnte mehrmals erbracht werden (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wal et
al. 1992, Wood et al. 1993). Dabei fand sich ELAM-1 wéahrend aller Stadien
einer arteriosklerotischen Lasion und nicht in arteriellen GefaRgebieten ohne
eine zellulare Infiltration (Gallo 1995, Wal et al. 1992).

Wood konnte ELAM-1 in der Intima aller Koronararteriensegmente nachweisen,
moglicherweise ein Ausdruck genereller Aktivierung des Endotheliums (Wood
et al. 1992). Neue GefalRe in der Media und Intima von fortgeschrittenen Lasio-
nen zeigten nur in einigen Herden eine ELAM-1-Expression, welche dann mit
Makrophagen und T-Lymphozyten vergesellschaftet war. Diese induzieren
wahrscheinlich die ELAM-1-Expression durch Bildung von Zytokinen (IL-1,
TNF-a, IFN-g), wobei mRNA fir IFN-gund IL-1 in arteriosklerotischen Lasionen
bereits nachgewiesen worden ist (Wood et al. 1993).



4.3. Diskussion der Ergebnisse der vorliegenden Studie

In der vorliegenden Studie wurde nach einem DNA-Polymorphismus im en-
dothelialen leukozytaren Adhasionsmolekil-1(ELAM-1, E-Selektin)-Gen ge-
sucht, wobei in der epidermal growth factor(EGF)-Doméane (A561C), in der
5’untranslatierten(5"UT)-Region (G98T) und in der Membran(TM)-Domane
(C1839T) Polymorphismen mit Hilfe der Einzelstrang-Konformationspolymor-
phismus(SSCP)-Analyse gefunden wurden.

Es wurden Patienten mit einer friihzeitigen interventionspflichtigen Koronarar-
teriensklerose untersucht, wobei der A561C-Polymorphismus in der EGF-Do-
mane und der G98T-Polymorphismus in der 5"UT-Region bei Patienten mit 40
Jahren und jinger (E40 Jahren) signifikant haufiger auftreten als bei Patienten
mit 50 Jahren oder jinger, aber alter als 40 Jahren (E50/>40 Jahren).

Da die Polymorphismen in der EGF- und TM-Domane jeweils zu einem Ami-
nosaureaustausch (Serl28Arg bzw. Leu554Phe) fihren, koénnte das Bin-
dungsverhalten bzw. die Verankerung des Molekils in der endothelialen Zell-
membran alteriert sein. Der 5"UT-Polymorphismus verandert moglicherweise
die Regulation der Expression.

Die Assoziationsanalyse zeigte fur die Hypertriglyzeriddmie und eine positive
Familienanamnese eine positive Korrelation mit den EGF- und 5 UT-Polymor-
phismen. Die Hypertriglyzeriddmie als Risikofaktor ist nicht generell akzeptiert
(Isselbacher et al. 1995). Die positive Assoziation mit einem Myokardinfarkt bei
Geschwistern oder Eltern kdnnte auf einen pathogenetischen Mechanismus bei
familiar gehaufter koronarer Herzkrankheit hinweisen.

4.3.1. DNA-Polymorphismusanalyse vom endothelialen leukozyté-
ren Adhasionsmolekul-1 (ELAM-1, E-Selektin)

In den letzten Jahren ist es im Zusammenhang mit den Fortschritten der Mole-
kularbiologie zunehmend moglich geworden, die anerkannten Risikofaktoren
auf einen genetischen Hintergrund hin zu untersuchen und die ihnen zugrunde
liegenden Genstérungen zu charakterisieren.

Dieser Ansatz hat dartber hinaus zur Identifizierung weiterer Gene gefthrt, von
denen angenommen wird, dal3 sie zum Teil unabhangig von diesen
klassischen Faktoren zu einem erhdhten Arterioskleroserisiko fuhren (Miserez
et al. 1995). Dazu z&hlen: das angiotensin-converting-enzyme(ACE)-Gen
(Arbustini et al. 1995, Cambien et al. 1992, Schunkert et al. 1995), das
Angiotensinogen-Gen (Ishigami et al. 1995, Miserez et al. 1995), der -
Fibrinogen-Locus (Miserez et al. 1995, Schunkert et al. 1995), Heterozygotie
und Homozygotie fir Cystathion-3-Synthase-Defekte (Fuster et al. 1996,
Miserez et al. 1995, Schunkert et al. 1995), 6A6A-Polymorphismus des
Stromelysin-Promoters (Ye et al. 1995). Prospektive Studien bestétigten diese
Ergebnisse teilweise aus epidemiologischer Sicht; bei einzelnen dieser



Risikofaktoren sind diese Daten aber noch widersprichlich (Miserez et al.
1995).

Eine vollstandige inflammatorische Antwort erfordert die Expression und Funk-
tion von zellularen Adhasionsmolekilen (CAM). Es sind bisher zwei kon-
genitale Defekte (LAD-1, LAD-2) bei den CAMs bekannt, welche durch wieder-
kehrende Infektionen charakterisiert sind (Bevilacqua et al. 1994). Leukocyte
adhesion deficiency(LAD)-1 bedingt eine verminderte Expression von CD 18,
so dafd Integrine unvollstandig gebildet werden. Leukocyte adhesion defciency
(LAD)-2 ist durch verminderte Expression von Sialyl Lewis x (sLe x) auf den
Leukozyten charakterisiert, welches die erste Phase der Adhasionskaskade
("rolling") einschrankt bzw. unmdglich macht (Andrian et al. 1993, Bevilacqua
et al. 1994).

Es gibt eine ganze Anzahl von Kandidatengenen auf der Ebene der zellularen
Interaktionen, die in den arteriosklerotischen Prozel3 involviert sind. Je nach
der spezifischen Alteration konnten Ver&nderungen auf der Ebene der
zellularen Interaktionen einen protektiven Effekt haben oder eine
Pradisposition  zur  Entwicklung  einer  Arteriosklerose induzieren.
Veranderungen der zellularen Adh&asionsmolekile kbnnten zu einer verstarkten
Bindung von Leukozyten oder Thrombozyten an das Endothelium fuhren und
somit die Progression der arteriosklerotischen L&asion bedingen (Lusis et al.
1992).

Das endotheliale leukozytare Adhéasionsmolekil-1 (ELAM-1, E-Selektin) wird
auf dem Endothelium uber arteriosklerotischen L&asionen in Koronararterien
exprimiert (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wal et al. 1992, Wood et al. 1993).
Die Expression von ELAM-1 (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wal et al. 1992,
Wood et al. 1993), ICAM-1 (Davies et al. 1993, Johnson-Tidey et al. 1994,
Poston et al. 1992, Printseva et al. 1992, Wal et al. 1992, Wood et al. 1993)
und VCAM-1 (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wood et al. 1993) in arterio-
sklerotischen Lasionen und die lokale Bildung von chemotaktischen Substan-
zen und Zytokinen (Wood et al. 1993) lassen vermuten, dal3 zellulare Adhasi-
onsmolekile bei der Rekrutierung der Monozyten zu einer arteriosklerotischen
Lasion eine wichtige Rolle spielen (Fuster et al. 1996). Noch konnte allerdings
nicht endgultig gezeigt werden, dafl} das "rolling"-Phanomen, welches in den
postkapillaren Venolen bewiesen ist (Lasky 1992, Wegner 1994), sich in Arte-
rien ereignet (Fuster et al. 1996). ELAM-1 erkennt u.a. sialyl Lewis x (sLe x, ein
Oligosaccharid; Brandley et al. 1990, Cummings et al. 1992, Graves et al.
1994, Springer et al. 1991, Zhou et al. 1991) auf Leukozyten.

Die Lektin- und die EGF-Doméane von ELAM-1 (E-Selektin) sind in die Zellad-
hasion involviert (Graves et al. 1994, Kansas et al. 1994, McEver et al. 1995,
Tedder et al. 1995). Die in dieser Studie gefundene Mutation in der EGF-Do-
mane von Adenin zu Cytosin an Position 561 (A561C) resultiert in einem Ami-
nosaureaustausch von Serin zu Arginin an Position 128 (Ser128Arg). Die EGF-
Domane von ELAM-1 ist hinsichtlich der Faltung und der Position der Disulfid-
bricken ahnlich anderer EGF-Doméanen. Charakteristischerweise sind die Lek-



tin- und die EGF-Domé&ne nur an den Positionen 135-139 der EGF-Domane
miteinander verbunden. Allerdings scheint sich die relative Anordnung der bei-
den Domanen kaum zu verandern (Graves et al. 1994, Mills 1993). In experi-
mentellen Untersuchungen konnten bereits an Mutationen in der Lektindoméane
Bindungsstudien mit Neutrophilen bzw. mit Sialyl Lewis x (sLe x) durchgefuhrt
werden (Erbe et al. 1992, Graves et al. 1994). Dabei kam es auch zur
Erh6hung der Affinitat bei einigen Mutationen (Graves et al. 1994). Von der
Lektindoméne existiert bereits ein dreidimensionales Modell (Bajorath et al.
1995, Chou 1995). Bisher fehlen noch in vitro-Bindungsstudien der EGF-
Domane, so dald Uber die Bedeutung des Aminosaureaustausches von Serin
zu Arginin an Position 128 (Serl28Arg) in der EGF-Domane nur spekuliert
werden kann.

In der 5"UT-Region wurde ein Guanin zu Thymin Polymorphismus an Position
98 (G98T) gefunden. Da es sich um einen nichttranslatierten Bereich des
ELAM-1 Gens handelt, spielen moéglicherweise verdnderte Regulationsvor-
gange eine Rolle. Interessanterweise wurde die A561C-Mutation in der EGF-
Domane nur bei einem Patienten nicht in Zusammenhang mit der G98T-Muta-
tion in der 5"UT-Region gefunden. Innerhalb der Patientengruppe £40 Jahre
fanden sich die beiden Mutationen immer gemeinsam.

Die in dieser Studie gefundene Mutation von Cytosin zu Thymin an Position
1839 (C1839T) resultiert in einem Aminosdureaustausch von Leucin zu
Phenylalanin an Position 554 (Leu554Phe). Die sich anschlieRenden SCR-Do-
manen tragen indirekt zur Adhasion bei, indem sie fur die richtige Prasentation
und Stabilisierung der Lektin-EGF-Doménen sorgen (Tedder et al. 1995). Ob
der TM-Domane eine ahnliche Stabilisierungsfunktion zukommt, ist unklar. Bei
Patienten im septischen Schock lassen sich u.a. l6sliche Formen von E-Selek-
tin im Plasma nachweisen (Bevilacqua et al. 1994, Martin et al. 1995, Tedder et
al. 1995). Eventuell ist die Position der mutierten TM-Domane in der Zellmem-
bran verandert. Dies kdnnte die Verankerung alterieren und eine veranderte
Bildung von ldslichen E-Selektin bedingen. Moglicherweise kommt dem ge-
storten Verhaltnis von |8slichen-/gebundenen E-Selektin eine Rolle bei der
Arterioskleroseentstehung zu.

4.3.2. Haufigkeiten des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit vom
Alter

Der A561C-Polymorphismus in der EGF-Doméane und der G98T-Polymorphis-
mus in der 5"UT-Region traten bei den Patienten £40 Jahre signifikant haufiger
auf, als bei den Patienten £50/>40 Jahre (p-Wert jeweils 0,0393).

Fur die C1839T-Mutation in der TM-Domane trat diese Assoziation nicht auf.
Mit 41,5% treten die beiden ersten Polymorphismen fast doppelt so haufig bei

den Patienten £40 Jahren auf, im Vergleich zu den Patienten £50/>40 Jahre
(21,6%).



Diese Ergebnisse lassen den Schlu3 zu, daf3 die Polymorphismen in der EGF-
Domane und in der 5"UT-Region mit einer frihzeitigen interventionspflichtigen
Koronararteriosklerose assoziiert sind. Zukinftig sollte die DNA-Polymorphis-
musanalyse des ELAM-1(E-Selektin)-Gens bei weiteren Patientenaltersgrup-
pen (<30 Jahre, >50 Jahre, >60 Jahre) erfolgen, um die Altersabh&ngigkeit
weiter zu untersuchen.

4.3.3. Haufigkeiten des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit von
den Risikofaktoren

Die Untersuchung einer moéglichen Assoziation der DNA-Polymorphismen mit
den Risikofaktoren fur eine koronare Herzkrankheit ergab signifikante Assozia-
tionen sowohl fur eine Hypertriglyzeridamie als auch fur eine positive Familien-
anamnese mit der A561C-Mutation in der EGF-Domane und mit dem G98T-
Polymorphismus in der 5"UT-Region.

4.3.3.1. Mannliches Geschlecht

Das mannliche Geschlecht ist als irreversibler Risikofaktor der Atherosklerose
zu betrachten (Classen et al. 1994, Isselbacher et al. 1995) und ist einer der
starksten und am besten dokumentierten Risikofaktoren der koronaren Herz-
krankheit (Fuster et al. 1996). Allerdings sind die zugrundeliegenden pathoge-
netischen Mechanismen unklar.

In der vorliegenden Studie war der Anteil der Manner und der Frauen mit den
Polymorphismen in der EGF-Doméane und 5 UT-Region anndhernd gleich
(Méanner jeweils: 30,5%, Frauen jeweils 30,0%). Bei den Frauen trat die TM-
Mutation tberhaupt nicht auf. Der Frauenanteil betrug 10,9% von allen Patien-
ten, welches das Geschlechterverhéltnis in der Literatur recht gut widerspiegelt
(Manner : Frauen (<60 Jahre) 4:1; Classen et al. 1994, 5:1 Stobbe et al. 1996,
10:1; Framingham-Studie, Fuster et al. 1996).

4.3.3.2. Myokardinfarkt in der Eigenanamnese

Die koronare Herzkrankheit ist heute der zuverlassigste verfiigbare Indikator
fur eine Arteriosklerose (Isselbacher et al. 1995). Praktisch alle Patienten mit
einem Myokardinfarkt, definiert durch Anderungen des Elektrokardiogramms
und der Enzyme, haben eine koronare Arteriosklerose (Isselbacher et al.1995).
In annahernd 95% wird die koronare Herzerkrankung durch arteriosklerotische
GefalRveranderung bedingt (Dieterich et al. 1993).

Insofern ist es nicht weiter erstaunlich, dal3 77 Patienten (86,5%) einen Myo-
kardinfarkt hatten. Von den Patienten £40 Jahren ohne Myokardinfarkt wurde
bei keinem der Patienten ein DNA-Polymorphismus gefunden, wobei sich nur 3
Patienten (8,6%) in dieser Gruppe befanden.



4.3.3.3. Positive Familienanamnese

Die fruhzeitige Arteriosklerose scheint oft familiar aufzutreten (Chamberlain et
al. 1990, Goldbourt et al. 1994, Isselbacher et al. 1995). Die
Familienanamnese einer koronaren Herzkrankheit, besonders die einer
frihzeitig auftretenden Erkrankung, ist ein starker unabhangiger Risikofaktor
(Fuster et al. 1996). Mit der Untersuchung weiterer Kandidatengene wird sich
dieses unerklarbare Risiko dementsprechend vermindern (Fuster et al. 1996).

Genetische Polymorphismen sind innerhalb der zellularen und molekularen
Prozesse in arteriosklerotischen Lasionen (Wachstumsfaktoren, Zytokine, Ad-
hasionsmolekile und Enzyme) zu erwarten (Fuster et al. 1996). In dieser Stu-
die konnte ein DNA-Polymorphismus im Bereich der zellularen Adh&sionsmole-
kule (CAM) aufgezeigt werden.

Es zeigte sich eine statistisch signifikanter hoherer Polymorphismusanteil
(A561C-Mutation in der EGF-Doméne und G98T-Polymorphismus in der 5°UT-
Region) bei den Patienten £50 Jahren (p=0,0441) und £40 Jahren (p=0,0344)
mit einer positiven Familienanamnese gegenuber denen, ohne einer positiven
Familienanamnese.

Zur weiteren Abklarung dieser Assoziation sollten in der Zukunft Familienmit-
glieder einer Polymorphismusanalyse unterzogen werden.

4.3.3.4. Zigarettenrauchen

Rauchen ist eine der Hauptursachen fir die Entstehung der koronaren Herz-
krankheit (Study group 1987). Bei 5 Assoziationsanalysen von Risikofaktoren,
die in longitudinalen Studien wahrend des Lebens bestimmt wurden, mit arte-
riosklerotischen Lasionen (nach dem Tod durch Autopsie klassifiziert) konnte in
einer Untersuchung die Assoziation mit der Koronararteriensklerose und in
allen Untersuchungen die Assoziation mit der Aortensklerose gezeigt werden
(Fuster et al. 1996).

Die Wirkung des chronischen Zigarettenrauchens kdnnte zu einer wiederholten
toxischen Schadigung der Endothelzellen fihren und dadurch die Arterioskle-
rose beschleunigen (Isselbacher et al. 1995). Hypoxie stimuliert in humanen
Zellkulturen die Proliferation arterieller glatter Muskelzellen. Da Zigarettenrau-
chen mit hohen Spiegeln von Carboxyhamoglobin und geringerer Sauerstoff-
abgabe an das Gewebe verbunden ist, kdnnte auch dieser Mechanismus pa-
thogenetische Bedeutung haben. Aul3erdem vermindert sich moglicherweise
die Abbaufahigkeit der Lysosomen in den glatten Muskelzellen (Isselbacher et
al. 1995).

79 Patienten (88,8%) waren Zigarettenraucher in der vorliegenden Studie. Der
Anteil der Zigarettenraucher mit den Polymorphismen war hoher als der Anteil



der Nichtraucher. Allerdings ergab sich keine statistische Signifikanz und die
Gruppe der Nichtraucher war klein (10 Patienten; 11,2%).

4.3.3.5. Hyperlipidamie

Die Hypercholesterinamie ist ein unabhangiger Risikofaktor (Study group 1987)
und geht eindeutig mit einer erhéhten Inzidenz an frihzeitiger koronarer Herz-
krankheit einher (Isselbacher et al. 1995, Kannel et al. 1971). Die Entwicklung
der Arteriosklerose wird ungefahr im quantitativen Verhaltnis zum Ausmald der
Hypercholesterindmie beschleunigt (Isselbacher et al. 1995). In der Framing-
ham-Studie zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem Cholesterin-
spiegel und der Progression der Koronararteriensklerose (post-mortem durch
Autopsie bestimmt; Fuster et al. 1996). Chemisch modifizierte (oxidierte) Low-
Density Lipoproteine (Oxidierte LDL) und eine wichtige Komponente davon, Ly-
sophosphatidylcholin  (Lysolezithin, LPC), bewirken antivasodilatatorische
(provasokonstriktorische), proinflammatorische und prothrombotische (anti-
fibrinolytische) Effekte auf Endothelzellen (Just et al. 1994). Oxdierte LDL
induzieren die Bildung von Adh&asionsmolekilen auf Endothelzellen (ELAM-1,
VCAM-1, ICAM-1), welche Monozyten und T-Lymphozyten binden (Fuster et al.
1996, Ross 1993).

Mit Ausnahme der Patienten £50/>40 Jahre mit dem Polymorphismus in der
5"UT-Region und der Patienten £40 Jahre mit dem Polymorphismus in der TM-
Doméne, hatten die normocholesterinamischen Patienten einen héheren Anteil
der DNA-Polymorphismen als diejenigen mit einer Hypercholesterinamie. Es
trat aber keine statistische Signifikanz auf.

Obwohl die Hypertriglyzeridamie statistisch mit einer koronaren Herzkrankheit
assoziiert worden ist, ist unklar, ob erhdhte Triglyzeridwerte kausal mit der Ent-
wicklung einer Arteriosklerose verbunden sind (Lusis et al. 1992). Eine ganze
Anzahl von epidemiologischen Studien konnte in univariaten Analysen eine As-
soziation zeigen, die aber bei multivariaten Analysen (multivariate Analysen
beziehen andere Risikofaktoren, wie HDL-Cholesterin mit ein) verloren ging
(Carlson et al. 1981, Lusis et al.1992). Triglyzeride scheinen ein unabhéngiger
kardiovaskularer Risikofaktor bei den Frauen und M&nnern zu sein, die nied-
rige HDL-Cholesterin Werte (<1,04 mmol/l bzw. <40 mg/dl bzw. <0,9 mmol/l
bzw. <35 mg/dl) haben (Assmann et al. 1992, Castelli 1986, Study group
1987).

Bei der Assoziationsanalyse korrelierten die Polymorphismen der EGF-
Domaéne und der 5"UT-Region mit erhdhten Triglyzeridwerten (Patienten £40
Jahre: beide Polymorphismen; p=0,0436, Patienten £50 Jahre:
Polymorphismus in der 5"UT-Region; p=0,0202).

Ein pathogenetischer Mechanismus bzw. eine Wechselwirkung zwischen dem
endothelialen leukozytaren Adh&asionsmolekil-1 und einem erhdhten Triglyze-
ridspiegel sind moglich (Lusis et al. 1992). Wenn die Triglyzeridwerte nur leicht



erhoht sind, sind es oft die kleinen, relativ triglyzeridarmen Lipoproteine
(Intermediary Density Lipoproteine; IDL, kleine Very Low Density Lipoproteine;
VLDL wie R-VLDL), die erhoht sind. Diese Partikel kénnen ahnlich wie das
Low-Density Lipoprotein (LDL) in die arterielle Intima eindringen (Lusis et al.
1992) und oxidiert werden (Fuster et al. 1996). Ob sie (wie oxidierte LDL) die
Expression von Adhasionsmolekilen induzieren kdnnen, ist nicht bekannt. Dies
betrifft auch nur leichte Hypertriglyzeridamien, da bei schweren Formen das
triglyzeridreiche Chylomikron das Hauptlipoprotein ist. Chylomikronen haben
kaum einen arteriellen Influx (Lusis et al. 1992).

4.3.3.6. Niedriges HDL-Cholesterin

Der High-density Lipoprotein(HDL)-Spiegel korreliert invers mit der Entwicklung
einer frihzeitigen koronaren Herzkrankheit (Assmann et al. 1992, Classen et
al. 1994, Isselbacher et al. 1995). In der Framingham-Studie war ein niedriges
HDL-Cholesterin ein wichtigerer Lipidrisikofaktor als erhdhte Werte fir Ge-
samtcholesterin oder LDL (Isselbacher et al. 1995, Kannel et al. 1979, Kronmal
et al. 1993).

Mechanismen von HDL, den arteriosklerotischen Prozel3 zu hemmen sind: For-
derung des Cholesterineffluxes aus der arteriosklerotischen Lé&sion,
kompetitive Hemmung der LDL-Cholesterinaufnahme in die Zellen, Hemmung
der Aggregation von LDL-Partikeln, Verringerung der Bildung von oxidierten
LDL und Verlangerung der Halbwertszeit von Prostazyclin (Kannel et al. 1979,
Lusis et al. 1992).

In der Studie zeigte sich fur alle drei Polymorphismen ein erhthter Anteil bei
den Patienten mit niedrigen HDL-Spiegeln im Vergleich zu normalen HDL-
Cholesterinwerten. Eine statistische Signifikanz ergab sich aber nicht.

4.3.3.7. Diabetes mellitus

Die Pravalenz der koronaren Herzkrankheit ist bei Patienten mit Diabetes mel-
litus erhoht (Lusis et al. 1992). Ein klinisch manifester Diabetes mellitus ist ein
gesicherter unabhéngiger Risikofaktor fir die Entstehung einer Koronarskle-
rose (Classen et al. 1994, Isselbacher et al. 1995, Study group 1987). Mdgli-
cherweise beschleunigt die diabetische Stoffwechsellage den arterioskleroti-
schen Prozel3, als das sie ihn initiiert (Lusis et al. 1992).

Es ist unklar, ob eine Beziehung zwischen dem Grad der Hyperglykamie und
dem Risiko einer koronaren Herzkrankheit besteht (Lusis et al. 1992). Eine Hy-
perglykéamie induziert die Akkumulation von Sorbitol in der Arterienwand, wel-
ches osmotisch wirkt und zu einer verminderten Oxygenation der Zellen fihrt.
AuBerdem stimuliert eine hohe Glukosekonzentration die Proliferation glatter
Muskelzellen (Isselbacher et al. 1995). Die Menge an hochglykosylierten End-
produkten (advanced glycosylation end products; AGES) ist in den Arterien von
Diabetikern im Vergleich zu Nichtdiabetikern erhdht (Fuster et al. 1996,



Isselbacher et al. 1995). Diese AGEs haben vielfaltige Wirkungen auf den
arterio-sklerotischen Prozel3 (Festhalten von Lipoproteinen in der GefalRwand,
Modifizierung von Lipoproteinen, Inaktivierung von Stickstoffmonoxid; NO;
Fuster et al. 1996).

8 Patienten (9,0%) hatten einen Diabetes mellitus, von denen 3 Patienten die
Polymorphismen in der EGF-Doméne und 5"UT-Region hatten und 2 Patienten
die Mutation in der TM-Domaéne. Eine genauere Untersuchung der Wechselwir-
kung der DNA-Polymorphismen im ELAM-1-Gen mit dem Risikofaktor Diabetes
mellitus wiirde eine grél3ere Patientenanzahl erfordern. Assoziationen konnten
mit den vorliegenden Daten nicht gefunden werden.

4.3.3.8. Adipositas

Die Adipositas fuhrt zu einer Insulinresistenz in peripheren Geweben (vor allem
im Muskel- und Fettgewebe), die zu einem kompensatorischen Hyperinsulinis-
mus fihrt. Infolge des Hyperinsulinismus werden verstérkt triglyzeridreiche Li-
poproteine produziert, die zu erhdhten Triglyzerid- und Cholesterinspiegeln im
Plasma fuhren. Mdglicherweise besteht eine direkte Wirkung von Insulin auf
den Stoffwechsel der Arterienwand, die zu einer verstarkten endogenen Li-
pidsynthese fihrt und damit zu einer Arteriosklerose pradisponiert (Isselbacher
et al. 1995). Insulin kann die Proliferation glatter Muskelzellen von Arterien sti-
mulieren (Isselbacher et al. 1995).

Die Adipositas besitzt wohl keine unmittelbare atherogene Wirkung (Gross et
al. 1996, Stobbe et al. 1996). Sie pradisponiert aber zu einem Diabetes melli-
tus, einer Hyperlipoproteindmie und einer Hypertonie (Gross et al. 1996). Aller-
dings hat die Framingham-Studie gezeigt, daR ein 20%iges Ubergewicht (dies
entspricht dem BMI oberhalb der 85. Perzentile) mit deutlichen Gesundheitsri-
siken und mit einem deutlichen Anstieg der Mortalitat einhergeht (Hornbostel et
al. 1992, Isselbacher et al. 1995).

Die Verteilung der DNA-Polymorphismen bei den Patienten mit einem erhéhten
Body-Mass-Index (BMI) und mit einem normalen BMI war annahernd gleich-
verteilt, so dal3 keine Assoziation vorliegt.

4.3.3.9. Hypertonie

Ein hoher Blutdruck ist ein wichtiger Risikofaktor fir die Atherosklerose
(Isselbacher et al. 1995), insbesondere dann, wenn sie schon zu einer
linksventrikularen Hypertrophie gefuhrt hat. Bei Hypertonie und Hypertrophie
ist nach der Framingham-Studie das Risiko, am Koronartod zu sterben, um den
Faktor vier bis acht erhoht (Stobbe et al. 1996).

In mehreren Studien konnte auch eine positive Korrelation zwischen erhéhten
Blutdruckwerten und arteriosklerotischen L&sionen (bestimmt postmortem
durch Autopsie) gezeigt werden (Fuster et al. 1996). Durch die Erzeugung



einer Verletzung an den Endothelzellen an speziellen Hochdruckgebieten im
Arterienbaum kann die Hypertonie die Arteriosklerose direkt verstarken.
Zusatzlich verandert sich die Endothelpermeabilitat und erhéht sich die
Aktivitat der lysosomalen Enzyme (Isselbacher et al. 1995). Mdglicherweise
erhoht sich auch die Proliferationsfahigkeit der glatten Muskelzellen
(Isselbacher et al. 1995).

37 Patienten (41,6%) von 89 Patienten hatten eine arterielle Hypertonie. Die
Polymorphismen in der EGF-Doméne und in der 5"UT-Region waren bei den
Patienten mit Hypertonus und ohne Hypertonus annahernd gleichverteilt.

Hinsichtlich der Mutation in der TM-Doméne war der Anteil der Patienten ohne
Hypertonus (19,2%) um den Faktor 3,5 hoher als derjenige mit Hypertonus
(5,4%). Diese positive Tendenz erreichte aber keine statistische Signifikanz
und die Zahl der Patienten mit diesem Polymorphismus ist relativ gering
(n=12).



4.3.4. Haufigkeiten des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit von
der Art der GefalRerkrankung

Die angiografische Darstellung eines veradnderten Gefal3lumens ist der beste
Beweis einer Arteriosklerose (Isselbacher et al. 1995). Wenn der
arteriosklerotische Prozel3 vom Fettstreifen (Typ lla nach Stary, Fuster et al.
1996, Just et al. 1994) zum exzentrischen lipidgefillten Plague (Atherom, Typ
IV nach Stary, Fuster et al. 1996, Just et al. 1994) fortschreitet, wird die
Einengung des Gefal3lumens durch die Koronarangiographie sichtbar. Mit
Ausnahme von Personen mit hohen Cholesterinspiegeln, kann das Atherom bei
nur geringer Gefalleinengung in der Angiographie unsichtbar bleiben (Fuster et
al. 1996). Autopsieuntersuchungen und Einsatz vom intravaskularen
Ultraschall haben eine moégliche Unterschatzung der Plaquegrof3e gezeigt
(Fuster et al. 1996). Die Koronarangiografie ist aber noch immer der
Goldstandart in der Diagnostik der koronaren Herzkrankheit und auch nur die
genaue Kenntnis der Koronaranatomie (Lokalisation und Ausmal der
Stenosen) kann uber die Notwendigkeit und Art von
Revaskularisationsmaf3nahmen entscheiden (Classen et al. 1994, Fuster et al.
1992a, Fuster et al. 1996, Gross et al. 1996).

Mit Ausnahme der Patienten £40 Jahre mit dem Polymorphismus in der TM-
Domaéne waren die drei Polymorphismen bei den Patienten mit einer Mehrge-
falRerkrankung o6fter vorhanden. Es lag aber keine statistische Signifikanz vor.
Nur bei den Patienten £50/>40 Jahre fand sich eine positive Tendenz
(p=0,057; Eingefallerkrankung: 5,0% der Patienten mit dem Polymorphismus in
der TM-Domane, Mehrgefal3erkrankung: 25,8%). Allerdings trat diese Tendenz
nur in dieser Altersgruppe auf und es gibt nur insgesamt 9 Mutationen.



4.4, Stellenwert des DNA-Polymorphismus des endothelialen
leukozytaren Adhéasionsmolekiils-1 als unabhangiger
Risikofaktor

Der arteriosklerotische Prozel3, der unter normalen Umstanden eine protektive
Antwort auf Verletzungen des Endotheliums und der glatten Muskelzellen der
arteriellen Gefalwand darstellt, ist durch die Bildung von Atheromen und von
komplizierten Lasionen in Begleitung einer Entzindung charakterisiert (Fuster
et al. 1996, Ross 1993). Die fortgeschrittenen Léasionen (Typ IV bis Typ VIII
nach Stary; Fuster et al. 1996, Just et al. 1994), die von einer exzessiven in-
flammatorisch-fibroproliferativen Antwort auf verschiedene Arten der Verlet-
zung resultieren, fihren zur Lumeneinengung der Arterien und zum klinischen
Bild der koronaren Herzkrankheit (Ross 1993).

Verschiedene atherogene Faktoren erhthen das kardiovaskulare Risiko, von
denen die Fettstoffwechselstérungen, das Zigarettenrauchen und die arterielle
Hypertonie die Hauptrisikofaktoren darstellen (Assmann 1990). Alter, Ge-
schlecht und genetische Faktoren sind als irreversible Risikofaktoren zu be-
trachten (Isselbacher et al. 1995).

Aus den bisherigen Daten zur Genetik wird klar, dal3 es kein "Arteriosklerose-
Gen" gibt. Wahrscheinlich sind eine Vielzahl von Genen an dem Prozel3 der
Arteriosklerose beteiligt und bestimmen die individuelle genetische Disposition
(Schunkert et al. 1995). Die zur Verfugung stehenden molekularbiologischen
Methoden erlauben heutzutage den genetischen Hintergrund zahlreicher Sto-
rungen, die zu einer beschleunigten Arterioskleroseentstehung fuhren, zu
erfassen (Miserez et al. 1995). Neben den am Lipoproteinstoffwechsel
beteiligten Genen wurde fiir einige andere Genorte eine Assoziation zum
Arterioskleroserisiko gefunden (Schunkert et al. 1995). Von besonderem
Interesse sind Fibrinogen (Fuster et al. 1996, Humphries et al. 1995, Miserez et
al. 1995, Schunkert et al. 1995) die Enzyme des Homocysteinstoffwechsels
(Fuster et al. 1996, Miserez et al. 1995, Schunkert et al. 1995) und das
Angiotensin-Konversionsenzym (ACE; Arbustini et al. 1995, Cambien et al.
1992, Schunkert et al. 1995).

In der Pathogenese der Arteriosklerose spielen Interaktionen zwischen Zellen
der Gefallwand und Leukozyten und Thrombozyten eine wichtige Rolle im arte-
riosklerotischen Prozel3 (Ross 1993). Die Adhésion an das Endothel der Ko-
ronararterien und die nachfolgende Migration der Monozyten steht am Anfang
der arteriosklerotischen Lasion (Fuster et al. 1996, Lusis et al. 1992, Ross
1993). Dabei nimmt das vaskulare Endothel eine zentrale Position ein (Stobbe
et al. 1996). Zellulare Adhasionsmolekile (CAM) aus der Familie der Selektine
(E-Selektin, P-Selektin) und der Immunglobulin-Superfamilie (ICAM-1, ICAM-2,
VCAM-1) werden auf dem Endothelium exprimiert und vermitteln mit Hilfe der
Integrine (LFA-1, Mac-1, p150,95) und L-Selektin die Adhasion der Monozyten
und T-Lymphozyten (Lusis et al. 1992, Wegner 1994). Genetische Alterationen
der zellularen Adhasionsmolekile kdnnten theoretisch zu einer verminderten



oder verstarkten Adhéasion der Leukozyten fuhren (Lusis et al. 1992). Die Se-
lektin-Familie vermittelt die Phase des "tether" bzw. "rolling” ("Halten" bzw.
"Rollen") der Adh&sionskaskade, bevor die eigentliche Adhasion und Migration
der Leukozyten in den subendothelialen Raum stattfindet (Tedder et al. 1995).

Das endotheliale leukozytare Adhasionsmolekil-1 (ELAM-1, E-Selektin; Bevi-
lacqua et al. 1989, Collins et al. 1991) wird zeitlich begrenzt synthetisiert und
auf zytokinaktivierten (Interleukin-1; IL-1 und Tumornekrosefaktor-a; TNF-a)
Endothelzellen exprimiert (Bevilacqua 1993, Bevilacqua et al. 1993, McEver et
al. 1995). E-Selektin-defiziente M&use zeigen Abnormitaten beim Rollen der
Leukozyten entlang der GefaBwand (McEver et al. 1995). Alle Selektine
vermitteln das Rollen der Leukozyten in den postkapillaren Venolen der Mikro-
zirkulation, um im Rahmen des inflammatorischen Prozesses das Blutge-
falRsystem zu verlassen und in das Gewebe einzudringen (Abbassi et al. 1993,
Dore” et al. 1993, Lefer et al. 1994, Ley et al. 1993, Wegner 1994). Obwohl das
Phanomen des Rollens in Venen oder Arterien noch nicht nachgewiesen wer-
den konnte (Fuster et al. 1996), ist jedoch der Nachweis vom endothelialen leu-
kozytaren Adhasionsmolekil-1 (ELAM-1, E-Selektin) auf dem Endothelium
Uber arteriosklerotischen Lasionen in menschlichen Koronararterien mehrmals
erbracht worden (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wal et al. 1992, Wood et al.
1993).

Die Analyse der menschlichen DNA der Patienten (£50 Jahren) mit interventi-
onspflichtigen Koronararterienstenosen hinsichtlich etwaigen Polymorphismen
im ELAM-1(E-Selektin)-Gen erfolgte durch die Polymerasekettenreaktion
(PCR), die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus(SSCP)-Analyse und
durch direkte Sequenzierung der PCR-Produkte.

Zwei der gefundenen Polymorphismen (A561C bzw. C1839T) resultieren in
einem Aminoséureaustausch (Ser128Arg bzw. Leu554Phe) und der dritte Poly-
morphismus (G98T) liegt in der 5" untranslatierten(5"UT)-Region.

Der A561C-Polymorphismus in der epidermal growth factor(EGF)-Domane
konnte aufgrund der Funktion der EGF-Doméne bei der Bindung der Leuko-
zyten eine veranderte Affinitat bedingen. ELAM-1 (E-Selektin) erkennt u.a. sia-
lyl Lewis x (sLe x; Cummings et al. 1992, Graves et al. 1994, Munro et al. 1992,
Phillips et al. 1990, Springer et al. 1991, Zhou et al. 1991) auf Leukozyten. Die
Lektin- und die EGF-Doméne von ELAM-1 (E-Selektin) sind in die Zelladh&sion
involviert (Graves et al. 1994, Kansas et al. 1994, McEver et al. 1995,Tedder et
al. 1995). Verlust der EGF-Doméane bedingt eine deutliche Verschlechterung
des Bindungsvermdgens (Lasky 1992, McEver et al. 1995).

Der G98T-Polymorphismus in der 5°UT-Region kénnte regulatorische Funktio-
nen alterieren.

Der C1839T-Polymorphismus in der transmembrane(Membran)-Doméne
konnte Einflu? auf die Verankerung der extrazellularen Domanen des Molekils



(Lektin-, EGF-, SCR-Domaénen) in der Zellmembran der Endothelzelle haben.
Moglicherweise verandert die Mutation in der TM-Doméane die Bildung von
I6slichen E-Selektin. Die Synthese erfolgt durch proteolytische Spaltung oder
durch l6sliche Proteine, die durch alternatives Splicing der mRNA kodiert
werden (McEver et al. 1995).

Durch die Assoziationsanalyse der DNA-Polymorphismen mit zwei verschiede-
nen Altersgruppen von Patienten konnte gezeigt werden, dal3 die Polymorphis-
men in der EGF-Domane und in der 5 UT-Region bei den Patienten £40
Jahren statistisch signifikant haufiger auftreten als bei den Patienten £50/>40
Jahre. Diese Ergebnisse lassen den Schlul3 zu, daf3 die Polymorphismen in der
EGF-Doméne und in der 5UT-Region mit einer frihzeitigen
interventionspflichtigen Koronararteriosklerose assoziiert sind. Zukunftig sollte
die DNA-Polymorphis-musanalyse des ELAM-1(E-Selektin)-Gens bei weiteren
Patientenaltersgruppen (<30 Jahre, >50 Jahre, >60 Jahre) erfolgen, um die
Altersabhangigkeit weiter zu untersuchen.

Assoziationsanalysen mit den Risikofaktoren méannliches Geschlecht, Eigen-
anamnese einer koronaren Herzkrankheit, Familienanamnese einer koronaren
Herzkrankheit (bei Eltern oder Geschwistern), Zigarettenrauchen, Hyperlipid-
amie, niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl), Diabetes melli-
tus, Adipositas und arterielle Hypertonie wurden durchgefihrt, um den DNA-
Polymorphismus des endothelialen leukozytdren Adhasionsmolekiils-1 (ELAM-
1, E-Selektin) als einen von anderen Risikofaktoren unabhangigen genetischen
Faktor der Koronararteriensklerose zu etablieren. Die Assoziationsanalysen
zeigten positive Korrelationen fir die Hypertriglyzeridamie und eine positive
Familienanamnese.

In Zukunft sollten DNA-Polymorphismusanalysen des ELAM-1-Gens von Fami-
lienangehdrigen der Patienten erfolgen, die eine positive Familienanamnese
haben. Auch sollte insbesondere die positive Assoziation mit einer Hypertrigly-
zeridamie nochmals untersucht werden, da sich die empfohlene Aufschiebung
der Triglyzeridbestimmung um 3 Monate nach schweren Erkrankungen wie
Myokardinfarkt organisatorisch im Rahmen dieser Studie nicht verwirklichen
liel3 (Study group 1988). Auch die betrachtliche intraindividuelle Variabilitat von
ungefahr 28% fur Triglyzeride (Marcovina et al. 1994) ist ein wichtiger zu be-
ricksichtigender Faktor.

Von allen anderen untersuchten Risikofaktoren ist der DNA-Polymorphismus
unabhangig.



5. Zusammenfassung

Die vorliegende Studie wurde zwischen September 1992 und Dezember 1995
an der medizinischen Fakultdt der Humboldt-Universitat zu Berlin, Charite”
durchgefihrt. Diese Studie war Teil eines BMFT(Bundesministerium fur For-
schung und Technologie)-Projektes, welches Zusammenhange zwischen ge-
storter Herz- und Gefalifunktion untersuchte und an der I. Medizinischen Klinik
stattfand. Insgesamt wurden 92 Patienten mit 50 Jahren oder jinger mit einer
interventionspflichtigen Koronararteriensklerose auf einen moglichen DNA-
Polymorphismus im endothelialen leukozytaren Adhasionsmolekil-1 (ELAM-1,
E-Selektin) untersucht.

Die koronare Herzkrankheit ist die Manifestation der Arteriosklerose an den
Koronararterien (Gross et al. 1996). Die Entwicklung der arteriosklerotischen
Lasionen ist durch alle zellularen Komponenten einer inflammatorisch-
fibroproliferativen Antwort auf eine Schadigung charakterisiert (Fuster et al.
1996, Ross 1993). Die Adhasion von Monozyten an das Endothelium ist eines
der ersten Verdnderungen, die in arteriosklerotischen Lasionen auftreten
(Fuster et al. 1996, Lusis et al. 1992, Ross 1993). Das endotheliale leukozytare
Adhéasionsmolekil-1 (ELAM-1, E-Selektin) und die anderen beiden Selektine
(P-Selektin, L-Selektin) vermitteln die Phase des "tether" bzw. "rolling"
("Halten" bzw. "Rollen") der Adhasionskaskade, bevor die eigentliche Adhasion
und Migration der Leukozyten in den subendothelialen Raum stattfindet
(Tedder et al. 1995). Der Nachweis vom ELAM-1 auf dem Endothelium tber
arteriosklerotischen Lasionen in menschlichen Koronararterien konnte
mehrmals erbracht werden (Davies et al. 1993, Gallo 1995, Wal et al. 1992,
Wood et al. 1993).

Die Analyse der menschlichen DNA der Patienten erfolgte durch die Polyme-
rasekettenreaktion (PCR), die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus
(SSCP)-Analyse und durch direkte Sequenzierung der PCR-Produkte. Asso-
ziationsanalysen erfolgten mit folgenden Risikofaktoren: ménnliches Ge-
schlecht, Myokardinfarkt in der Eigenanamnese, Familienanamnese einer ko-
ronaren Herzkrankheit (bei Eltern oder Geschwistern), Zigarettenrauchen, Hy-
perlipidamie (Hypercholesterinamie, Hypertriglyzeridamie), niedriges HDL-
Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl), Diabetes mellitus, Adipositas und
arterielle Hypertonie. Folgende Feststellungen kénnen getroffen werden:

1. Im ELAM-1-Gen sind drei DNA-Polymorphismen gefunden worden. In der
5"untranslatierten Region (5°UT) wurde ein Guanin zu Thymin Polymorphis-
mus (G98T) entdeckt. Zwei Polymorphismen aus den anderen Doménen
bzw. Bereichen fiihrten zu einem entsprechenden Aminosaureaustausch:
Ein Adenin zu Cytosin und ein Cytosin zu Thymin Polymorphismus in der
Epidermalen Wachstumsfaktor(EGF)-Doméane bzw. in der Membran(TM)-
Domane. Die DNA-Mutation von Adenin zu Cytosin an Position 561 (A561C)
in der EGF-Domaéne resultierte in einem Aminosaureaustausch von Serin zu



Arginin an Position 128 (Ser128Arg). In der TM-Domane fihrte die DNA-Mu-
tation von Cytosin zu Thymin an Position 1839 (C1839T) zu einem Ami-
nosaureaustausch von Leucin zu Phenylalanin an Position 554
(Leu554Phe).

Uber die mdglichen strukturellen und/oder funktionellen Folgen der DNA-
Polymorphismen kann nur spekuliert werden. Der Polymorphismus in der
5'UT-Region konnte regulatorische Funktionen alterieren. Eine veranderte
Affinitdt bei der Bindung von Leukozyten bedingt mdglicherweise der
A561C-Polymorphismus in der EGF-Doméne. Der C1839T-Polymorphismus
in der transmembrane(Membran)-Doméne konnte Einflu@ auf die
Verankerung der extrazellularen Doméanen des Molekils (Lektin-, EGF-,
SCR-Domanen) in der Zellmembran der Endothelzelle haben.

. Beim Vergleich beziglich der Haufigkeiten des Auftretens der gefundenen
Polymorphismen in Abhangigkeit vom Alter (Vergleich der beiden Alters-
gruppen £50/>40 Jahre und £40 Jahre) liel3 sich ein statistisch signifikanter
(p=0,0393) Anstieg der Haufigkeit der Polymorphismen in der EGF-Doméne
und in der 5"UT-Region bei den Patienten £40 Jahre nachweisen. Bei allen
Patienten (n=92) wurden die G98T- und die A561C-Polymorphismen jeweils
bei 28 Patienten beobachtet. In der TM-Domé&ne konnte eine Signifikanz
nicht gezeigt werden (p=0,4808). 12 Patienten wiesen diesen
Polymorphismus auf.

Die Polymorphismen in der EGF-Doméane und in der 5°"UT-Region sind mit
einer frihzeitigen interventionspflichtigen Koronararteriosklerose assoziiert.
Zukunftig sollte die DNA-Polymorphismusanalyse des ELAM-1(E-Selektin)-
Gens bei weiteren Patientenaltersgruppen (<30 Jahre, >50 Jahre, >60
Jahre) erfolgen, um die Altersabhangigkeit weiter zu untersuchen.

. Der Vergleich beziglich der Haufigkeiten des Auftretens der Polymorphis-
men in Abhangigkeit von den Risikofaktoren ergab fur die Hypertriglyzerid-
amie und fur die positive Familienanamnese eine statistisch signifikante
Assoziation mit der A561C-Mutation in der EGF-Doméane und mit der G98T-
Mutation in der 5"UT-Region.

Die Polymorphismen des ELAM-1-Gens sind von den "klassischen" Risiko-
faktoren (Zigarettenrauchen, Hypercholesterinamie, Hypertonie, Diabetes
mellitus, méannliches Geschlecht) unabhangig. In Zukunft sollten DNA-Poly-
morphismusanalysen des ELAM-1-Gens von Familienangehdrigen der Pati-
enten erfolgen, die eine positive Familienanamnese haben. Auch sollte ins-
besondere die positive Assoziation mit einer Hypertriglyzeridamie nochmals
untersucht werden.

. Die Haufigkeit des DNA-Polymorphismus in Abhangigkeit vom Ausmalf3 der
Koronararterienstenosen erfolgte durch Vergleich von Ein- und Mehr(2- und



3-)-GefalRerkrankungen. Es zeigte sich keine statistisch signifikante Assozia-
tion mit den DNA-Polymorphismen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dal? die Polymorphismen in der EGF-
Domane und in der 5"UT-Region mit einer frihzeitigen interventionspflichtigen
Koronararteriensklerose unabhangig von den "klassischen" Risikofaktoren
(Zigarettenrauchen, Hypercholesterindmie, Hypertonie, Diabetes mellitus,
mannliches Geschlecht) assoziiert sind. Eine positive Assoziation besteht zu
einer positiven Familienanamnese und einer Hypertriglyzeridamie.
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