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1. Einfiihrung in die Thematik

1.1. Hereditire Suszeptibilititsfaktoren fiir die koronare Herzerkrankung als Basis
einer individualisierten Therapie

Kardiovaskulidre Erkrankungen sind heute die fiihrende Todesursache in den Industrieldindern.
Sie stellen fiir offentliche Gesundheitssysteme in den Industrielindern eine zunehmende
Bedrohung dar, da die Therapie der koronaren Herzerkrankung und ihrer Komplikationen, die
Behandlung von Schlaganfall und peripherer arterieller Verschlusskrankheit groe Anteile der
Gesundheitsausgaben beanspruchen.

Bereits seit mehr als 35 Jahren sind mit den Ergebnissen der Framingham Study
Hypercholesterinimie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie als
wesentliche kausale Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung und den Myokardinfarkt
bekannt ',

Es ist unzweifelhaft belegt, dass iiber diese konventionellen Risikofaktoren hinaus
genetische Faktoren einen wichtigen Beitrag zur Erkrankung liefern. Eine Vielzahl von Fall-
Kontroll-Studien und prospektiven Kohortenstudien, darunter die Framingham Study und die
Nurses Health Study >°, zeigen, dass die positive Familienanamnese erstgradiger Verwandter
ein weiterer unabhidngiger Risikofaktor fiir die koronare Herzerkrankung und den
Myokardinfarkt darstellt. In prospektiven Studien hatten erstgradige Verwandte von
Patienten, die an einem Myokardinfarkt verstorben sind, adjustiert fiir konventionelle
Risikofaktoren ein 1,5- bis 2-fach erhohtes Risiko, selbst einen Myokardinfart zu erleiden 4
In Zwillingsstudien war eine signifikant hohere Konkordanz der koronaren Herzerkrankung
bei monozygoten Zwillingen verglichen mit dizygoten Zwillingen beobachtet worden; in
einer Studie hatten monozygote Zwillinge ein 8-fach erhohtes Risiko, dizygote Zwillinge ein
4-fach erhohtes Risiko ebenso wie der andere Zwilling an einem Mpyokardinfarkt zu
versterben °.

Wihrend des letzten Jahrzehnts sind weltweit intensive Anstrengungen unternommen
worden, genetische Einflussfaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zu untersuchen. Seit
der Verfiigbarkeit der ersten Referenzfassung der humanen Genomsequenz 67 ist die
Charakterisierung der genomischen Variabilitit ein neuer, grundlegender Schwerpunkt
genomischer Forschung geworden. Die systematische Untersuchung genetischer
Prédispositionsfaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und ihrer Komplikationen hat sich
zu einem besonders intensiv bearbeiteten Forschungsfeld entwickelt.

Aus  klinisch-pharmakologischer ~ Sicht  sind  diese = pharmakogenomischen

Untersuchungen sowohl fiir die Arzneimitteltherapie wie auch fiir die Arzneimittelent-



wicklung bedeutsam. Wirkstofffindung und Arzneimittelentwicklung profitieren ebenso von
der Pharmakogenomik, da ein intensiveres Verstdndnis der Erkrankung und das Auffinden
neuer pathophysiologischer Mechanismen auf der molekularen Ebene die Moglichkeit bietet,
neue Zielmolekiile fiir die Arzneimittelentwicklung zu finden. Fiir die konkrete medizinische
Anwendung von Arzneimitteln am Menschen ist die Untersuchung genetischer
Suszeptibilitdtsfaktoren fiir kardiovaskulidre Erkrankungen mit der besonderen Erwartung
verkniipft, dass die Aufkldrung genetischer Risikofaktoren fiir komplexe Erkrankungen es
erlauben konnte, solche Patientenpopulationen auf der Basis genetischer Information besser
identifizieren zu konnen, die ein besonderes Erkrankungsrisiko aufweisen. Dieses Wissen
konnte im Sinne einer individualisierten Behandlung fiir die Beratung, Pridvention und
Therapie der Patienten genutzt werden.

Die Untersuchung hereditidrer Suszeptibilitdtsfaktoren fiir komplexe Erkrankungen ist
ein wichtiger Teilbereich der Pharmakogenomik, da moglicherweise neben der Einschitzung
des Erkrankungsrisikos als Grundlage der Pridvention auch die Indikationsstellung zur
Therapie und die Auswahl und Dosierung von Arzneimitteln durch die Einbeziehung
genetischer Marker vermehrt individualisiert werden konnen. Pathophysiologisch bedeutsame
Targets stellen haufig gleichzeitig Angriffspunkte fiir Arzneimittel dar. Genetische
Variabilitdt dieser Targets kann so die Wirkung von Arzneimitteln beeinflussen. Kiirzlich
wurde am Beispiel der Wirkung von Salbumatol gezeigt, dass die Bronchodilatation nach
inhalativer Gabe des [3,-Agonisten von Haplotypen des [3;-adrenergen Rezeptors beeinflusst
wird ®.

Es wurden zwei grundsitzlich unterschiedliche Ansitze zur Untersuchung genetischer
Préadispositionsfaktoren fiir komplexe Erkrankungen angewandt. Die Kopplungsanalyse
(linkage analysis) verfolgt die Kovarianz einer phédnotypischer Ausprigung (z.B. des
Myokardinfarkts) mit der Allelkonfiguration in Familienstrukturen, wie Geschwisterpaare
oder Mehrgenerationenstammbidume, wihrend die Assoziationsanalyse den Effekt eines
Allels auf eine phinotypische Grofe durch den Vergleich von Erkrankten mit gesunden
Kontrollen untersucht.

Die Kopplungsanalyse war bei der Aufklirung monogener Ursachen von
Erkrankungen sehr erfolgreich °. Bei komplexen Erkrankungen, wie koronare
Herzerkrankung, Diabetes oder Krebs, sind eine Vielzahl von Genen beteiligt, die einzeln
jeweils nur ein gering bis moderat erhohtes Risiko mit sich bringen. Dariiber hinaus

interagieren verschiedene Gene komplex miteinander und mit Umweltfaktoren. Wegen dieser



Voraussetzungen ist die statistische Power der Kopplungsanalyse fiir die Untersuchung
komplexer Erkrankungen geringer als die der Assoziationsstudien 1013,

Daher erscheinen Assoziationsstudien, die das Auftreten von Genvarianten bei
Patienten mit einem definierten Phéinotyp (z.B. Myokardinfarkt) mit gesunden Kontrollen
vergleichen, als geeignetere Strategie. Nachdem in einer Pionier-Arbeit diese Methode
erfolgreich in einer Fall-Kontrollstudie angewandt worden war ' sind in einer Vielzahl von
Assoziationsstudien verschiedene Kandidatengene als genetische Pridispositionsfaktoren fiir
komplexe Erkrankungen untersucht worden. Tabelle 1 =zeigt eine Auswahl von

Stoffwechselsystemen und Genen, die in ihrer Assoziation mit kardiovaskuldren

Erkrankungen untersucht wurden.

Tabelle 1. Beispiele von Kandidatengenen, die in ihrer Assoziation zu kardiovaskuldren Erkrankungen
untersucht wurden. Gene, deren Untersuchung Gegenstand dieser Habilitationsschrift ist, finden sich im
Fettdruck.

Physiologisches System Ausgewihlte Gene

Blutgerinnung/Fibrinolyse Thrombozytire Rezeptoren (z.B. GP Iba, GP Ia/Ila, GP
IIb/111a)
Gerinnungsfaktoren (z.B. Faktor II, Faktor V, Faktor VII,
Faktor XIII)
PAI-1
t-PA
Fibrinogen o, f3, ¥
Renin/Angiotensin/Aldosteronsystem ACE
Angiotensinogen
Angiotensin II Rezeptor Typ 1
Aldosteron-Synthase (CYP11B2)

Endothelin system Endothelin 1, 2, 3

ECE-1

Endothelinrezeptoren A und B
Adrenerges System Beta-adrenerge Rezeptoren -1, -2, -3

Alpha-adrenerge Rezeptoren -1, -2
Signaltransduktion: G-Proteine

Entziindungssystem ICAM-1
Interleukin 1-c, 6
TNF-o
Endotheliale Funktion E-Selectin, endotheliale NO-Synthase (eNOS)

Lipidsystem Apolipoproteine A, B, CIII, E
Cholesterinestertransferprotein
Lipoproteinlipase
Paraoxonase
LDL Rezeptor

Homozystein-Metabolismus Cystathion B-Synthase
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR)
Methioninsynthase

Ionenkaniile SCN5A

Xenobiotika-Metabolismus und Transport  Cytochrom-P450-Enzyme
Phase-II-Enzyme
P-Glycoprotein multidrug resistance
Andere Multidrugtransporter




Schwerpunkte der eigenen Arbeit in diesem Forschungsbereich waren Untersuchungen
zu Kandidatengenen aus dem Blutgerinnungsystem und dem Homozysteinstoffwechsel als
potentielle genetische Suszeptibilitdtsfaktoren fiir die koronare Herzerkrankung. In der
vorliegenden Habilitationsschrift werden nach einer kurzen Einfiihrung die Ergebnisse der

eigenen Arbeiten zusammenfassend dargestellt.

1.2. Bedeutung von Polymorphismen im Homozysteinstoffwechsel fiir die koronare
Herzerkrankung
Homozystein ist eine schwefelhaltige Aminosdure, der im Methionin-Stoffwechsel eine

entscheidende Rolle zukommit.

Methionin Remethylierungs-

/" THF zyklus

N5-N'0-Methylen-THF

MS (vitB,,)
MTHFR

N3-Methyl-THF HOMOZYSTEIN 1

CBSvitBy) l/ Serin

Cystathion

Transsul-
l furierungsweg

Cystein

i\ Sulfat

Glutathion

Abb. 1 Homozystein-Stoffwechselwege. MTHFR, 5,10-Methylentetrahydrofolatreduktase; MS,
Methionin-Synthase; CBS, Cystathion-Betasynthetase, THF, Tetrahydrofolat.

Genetische Defekte der im Homozysteinstoffwechsel beteiligten Enzyme (Abb. 1) oder ein
Mangel an deren Kofaktoren (Vitamin Bg, Vitamin Bj,, Folsdure) resultieren in einer
Erhohung des Homozystein-Spiegels. Eine  komplette  Defizienz der 5,10-
Methylentetrahydrofolatreductase (MTHFR) ist in der Pédiatrie bekannt und fiihrt zur
Homozystinurie, die durch eine progressive neurologische Symptomatik und friihzeitige
Atherosklerose mit Myokardinfarkten und Schlaganfillen bereits im Kindes- und

Adoleszentenalter gekennzeichnet ist .



Viele epidemiologische Studien deuteten darauf hin, dass Patienten mit erhdhten
Plasma-Homozystein-Spiegeln ein erhohtes Risiko aufweisen, eine koronare Herzerkrankung

. 16-20
zu erleiden

. Es war allerdings unklar, ob diese Assoziation kausal durch Homozystein
begriindet war *', da auch eine Reihe von Beobachtungsstudien gezeigt hatte, dass ein inverser
Zusammenhang zwischen der Menge der mit der Nahrung eingenommenen Folsdure, dem
Plasmafolsiurespiegel und dem Risiko fiir eine koronare Herzerkrankung (KHK) besteht *2°.

Die MTHFR reduziert 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat. 5-
Methyltetrahydrofolat ist das Hauptfolsdurederivat im Plasma und wirkt als
Methylgruppendonor fiir die Reaktion im Remethylierungszyklus, in der durch das Vitamin-
Bi,-abhingige Enzym Methionin-Synthase (MS) Homozystein zu Methionin methyliert wird.
Daneben gibt es den irreversiblen Abbauweg von Homozystein zu Glutathion, dessen initialer
Schritt durch die Vitamin Bg-abhingige Cystathion-Beta-Synthase (CBS) unter Serin-
Verbrauch katalysiert wird.

Bereits 1988 wurde von Kang et al. eine thermolabile Form des Enzyms MTHFR
beschrieben, welche bei 46°C eine etwa 50% reduzierte Enzymaktivitidt zeigte *® Im Jahr
1995 konnte als hereditidre Ursache fiir Thermolabilitdt und reduzierte Enzymfunktion ein
hdufiger Polymorphismus (C®”’T) im Exon 4 des MTHFR-Gens nachgewiesen werden, der in
Position 222 zu einem Austausch von Alanin gegen Valin fiihrt, welche in der katalytischen
Domine des Enzyms lokalisiert ist >’. Bereits in dieser Publikation war das MTHFR-Gen als
mogliches Kandidatengen fiir ein vaskulires Risiko diskutiert worden.

Die funktionelle, klinische Charakterisierung dieser genetischen Variante in mehreren

677

Assoziationsstudien zeigte, dass homozygote Triger der ~''TT-Variante, verglichen mit

heterozygoten und homozygoten Tridgern der 77C-Variante, hohere Homozystein-Spiegel 2832
und niedrigere Folsdurespiegel >~ aufwiesen.

Epidemiologische Studien zur Assoziation des MTHFR Polymorphismus C'T mit
dem Risiko, eine koronare Herzerkrankung oder einen Myokardinfarkt zu erleiden, fiihrten zu
widerspriichlichen Ergebnissen. In einigen Fall-Kontroll-Studien waren Triger des 7T

Genotyps in der KHK-Gruppe signifikant iiberreprisentiert 3640 In der Mehrzahl der

publizierten Studien jedoch fand sich keine Assoziation dieser genetischen Variante mit

25,32, 34,41-48 28,31,42,43,49-51

koronarer Herzerkrankung oder Myokardinfarkt

Neben dem héufigen Cc't Polymorphismus, der im homozygoten Zustand bei etwa
8% bis 12% der kaukasischen Bevolkerung vorkommt, wurden zwei weitere Polymorphismen
beschrieben: die im Exon 7 des MTHFR Gens gelegenen Varianten A"8C und TPVC 3,

Die Variante T"''C fiihrt zu keinem Aminosiureaustausch. Dagegen fiihrt die Variante



A"3C in Position 429 zu einem Austausch von Glutamat gegen Alanin und zu reduzierter
MTHEFR-AKktivitdt. Patienten, die fiir beide Varianten, C*'T und A1298C, heterozygot waren
(sogenannte ,.,compound‘“ Heterozygote), wiesen eine niedrigere lymphozytire MTHFR-
Aktivitiit auf als Patienten, die heterozygot nur fiir eine Variante waren .

Neben den beschriebenen epidemiologischen Studien stiitzen auch experimentelle
Arbeiten die Hypothese, dass Homozystein eine atherogene und prothrombotische Potenz
besitzt. So wurde gezeigt, dass Homozystein die endotheliale Funktion iiber verschiedene
Mechanismen beeinflusst, v.a. durch die Erhohung des oxidativen Stresses durch LDL-
Cholesterin-Oxidation und durch verschiedene procoagulatorisch und antifibrinolytisch

. N 54-56
wirksame Verdnderungen

. Zusitzlich scheint Homozystein mit dem endothelialen
Stickstoffmonoxid-System zu interagieren, indem die NO-Bioverfiigbarkeit und die Aktivitét
der endothelialen NO-Synthase (eNOS, NOS3) und damit auch die Endothel-abhingige
Vasodilatation reduziert wird *”*,

Die eNOS ist ein Schliisselenzym der vaskuldren Homoostase. Ihr enzymatisches
Produkt, Stickstoffmonoxid (NO), hat vasodilatatorische Eigenschaften und vermittelt eine
Reihe von antiatherogenen und antithrombotischen Effekten. Wichtige NO-vermittelte
Mechanismen sind a) Reduktion der Thrombozyten- und Leukozyten-Adhésion an der
GefiBwand, b) Inhibition der Wachstumsfaktor-induzierten Proliferation, ¢) Reduktion der
Migration der vaskuldren glatten Muskelzellen, sowie d) Reduktion des extrazelluldren
Matrix-Umsatzes und der Neointima-Neubildung nach Gefdl3verletzung 963 Es gibt
zunehmend Belege dafiir, dass eine Beeintrichtigung des eNOS-Stoffwechselwegs mit der
Pathogenese der Atherosklerose einhergeht %4 Genetische Polymorphismen in der eNOS sind
bereits als genetische Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung beschrieben worden 63.

% Im Rahmen der hier zusammengefassten Arbeiten wurden Polymorphismen des MTHFR-

Gens sowie die Interaktion von Homozystein mit einem eNOS-Polymorphismus untersucht.

1.3. Bedeutung von Polymorphismen in Genen des Gerinnungssystems fiir die koronare
Herzerkrankung

Akute  Koronarsyndrome, ischdmischer = Schlaganfall und periphere arterielle
Verschlusskrankheit stellen wichtige Komplikationen atherothrombotischer Erkrankungen
dar. Die Ruptur eines bestehenden atherosklerotischen Plaques, thrombozytire Adhédsion und
Aggregation und auf diesem Boden entstechende Thromben kénnen zu instabiler Angina
pectoris fiihren und in der Folge zu Myokardinfarkt oder Schlaganfall %7 Dariiber hinaus

spielen Thrombozyten in der Entstehung atherosklerotischer Lasionen eine wichtige Rolle.
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Das Zerreilen der endothelialen GefidBauskleidung, hervorgerufen durch eine
atherosklerotische Plaqueruptur oder durch eine koronare Katheterintervention, lost eine
komplexe Reaktionskaskade aus, in der die zirkulierenden Thrombozyten gleichzeitig als
»Vverletzungssensoren und als ,erste Verteidigungslinie* gegen moglichen Blutverlust
agieren. Thrombozyten triggern die sich anschlieBende Reaktionskette, in die weitere
Gerinnungsfaktoren und auch andere Zelltypen einbezogen sind, und die schlieBlich in der
Bildung des Plittchenthrombus miindet. Die thrombozytiren membranstidndigen
Glycoproteinrezeptoren GP Ibo/IX/V, GP Ia/lla, GP VI und GP IIb/Illa sind entscheidend bei
den Reaktionen beteiligt, die bei akuten thrombotischen Ereignissen und in der chronischen
Atherogenese ablaufen.

Wird die GefdBwand verletzt und werden so subendotheliale Strukturen freigelegt,
haften Thrombozyten an der subendothelialen extrazelluliren Matrix. Unter hoher
Scherspannung wird dieses erste Anhaften durch den Kontakt zwischen dem immobilen
subendothelialen von Willebrand Faktor und dem thrombozytiren Glycoprotein Ib/IX/V-
Rezeptor-Komplex vermittelt % Diese Verbindung ist zunéchst reversibel und erlaubt es den
Thrombozyten, sich fester anzuheften und iiber die thrombogene Oberfliche zu rollen.
Dennoch werden die Thrombozyten durch die in stenotischen Arterien herrschenden hohen
Scherkrifte nicht abgelost %,

Im néchsten Schritt wird der noch lose Kontakt zwischen den Thrombozyten und dem
Subendothel zu einer stationdren, stabilen Anheftung verstirkt. Zudem werden die
Thrombozyten aktiviert, sie kleiden schlieBlich die thrombogene Oberfldche aus. Dieses feste
Anhaften kann durch die Bindung von subendothelialem Kollagen an die thrombozytiren
Rezeptoren GP Ia/lla und GP VI vermittelt werden 7 Auch andere Thrombozyten-Liganden-
Interaktionen sind moglich, wie die Interaktion zwischen von Willebrand Faktor und GP
IIb/Illa. In dieser Phase der Plittchenaktivierung dndern die Thrombozyten ihre Form,
degranulieren, exprimieren P-Selectin und eine aktive Form von GP IIb/IlIla und bewirken so

. . . .. 71
eine weitere Gerinnungsaktivierung .

Der letzte Schritt, der durch die Bindung von
divalenten oder multivalenten Liganden, Fibrinogen oder von Willebrand Faktor an
aktiviertem GP IIb/Illa vermittelt wird, ist die Plattchenaggregation (Kohédsion) und die
Bildung eines Thrombozyten-reichen Thrombus,.

Die Mehrzahl der am geschilderten Ablauf des Gerinnungsprozesses beteiligten
Enzyme und Rezeptoren kodierenden Gene sind genetisch polymorph. Im Rahmen der

vorliegenden Arbeiten wurden genetische Varianten in den thrombozytdren Glycoproteinen

Ibot und GP Ia/Ila sowie im Gerinnungsfaktor VII untersucht.
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Glycoprotein Iba

Der Glycoprotein Ibo-IX-V Rezeptorkomplex initiiert die Thrombusformation nach
Endothelverletzung und ist mit ca. 25.000 Kopien pro Thrombozyt nach dem GP IIb/Illa-
Rezeptor der Plittchenrezeptor mit der hochsten thrombozytiren Dichte '>. Die
Bindungsstelle fiir den von Willebrand Faktor befindet sich auf der N-terminalen Domine des
Glycoprotein Ibo. ™.

Kongenitale Defekte des Glycoprotein Ibo-IX-V Rezeptorkomplexes fiihren zu
Blutungsiibeln, die durch verldngerte Blutungen nach operativen Eingriffen und Traumata,
spontanes Nasenbluten und exzessive Menorrhagie gekennzeichnet sind. Die genetische Basis
dieser hereditdaren Blutungsiibel ist sehr heterogen. Gemeinsames Merkmal der Mutationen ist
eine Anderung des Bindungsverhaltens des Glycoprotein Iba-IX-V Rezeptorkomplexes an
den von Willebrand Faktor. Beim Bernard-Soulier Syndrom liegt eine verringerte Bindung
des von Willebrand Faktors vor, wihrend bei der Pseudo-von Willebrand Erkrankung eine
exzessive Bindung des von Willebrand Faktors zu dessen Verbrauch fiihrt 7.

Das Glycoprotein Ibo-IX-V ist ein sehr polymorpher Rezeptor. Ein héufiger
Lingenpolymorphismus wurde erstmals 1984 fiir die japanische Bevolkerung beschrieben 7
Die vier Varianten des Proteins enthalten eine, zwei, drei oder vier Tandem-Duplikationen
einer Sequenz von 39 Basenpaaren in der Region des Glycoprotein Iba, die fiir das Muzin-
dhnliche Makroglycopeptid kodiert. Diese genetischen Varianten werden als D-, C-, B- oder
A-Variante des VNTR (variable number of tandem repeats) bezeichnet ' 8 Die
funktionellen Konsequenzen dieser Variante fiir die Rezeptorfunktion sind bisher nicht in
vitro untersucht worden. Ein weiterer Polymorphismus (C**T), der sich im Linkage
Disequilibrium  mit dem  VNTR-Polymorphismus befindet, ist durch einen
Aminoséureaustausch von Threonin nach Methionin in Position 145 in der von Willebrand
Faktor Bindungsregion des Polypeptids gekennzeichnet 781 Im Jahr 1999 wurde ein T/C-
Polymorphismus in der Kozak-Sequenz des thrombozytidren Glycoproteins Ibol identifiziert,
welcher in Position —5 upstream des Initiator-ATG lokalisiert ist. Das ~C-Allel war mit
erhohter Glycoprotein Ib/IX/V-Rezeptordichte assoziiert, was aufgrund der besseren
Anndherung an die von M. Kozak abgeleitete Konsensussequenz 82 auf eine effizientere
mRNA-Translation zuriickgefiihrt wurde 8

Wihrend die Mehrzahl der epidemiologischen Untersuchungen keine Assoziation von

Polymorphismen im Glycoproteins Ibae Gen mit der Entwicklung einer koronaren
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84-88

Herzerkrankung gefunden haben , waren die Ergebnisse beim akuten Koronarsyndrom

. it 84,89-92
widerspriichlich ** %2,

Glycoprotein Ia/Ila

Das Glycoprotein Ia/Ila (Integrin 0f3;, VLA-2) ist ein wichtiger Kollagenrezeptor, der auf
Thrombozyten und anderen Zellen in relativ niedriger Dichte (1000 bis 3000 Kopien auf
Thrombozyten) exprimiert wird . Die Expressionslevel unterscheiden sich interindividuell
bis um den Faktor 10. Diese Unterschiede korrelieren mit einer grofen Variabilitdat der
Kollagen-induzierten Plittchenaggregation . Es konnte gezeigt werden, dass in Vollblut
unter hoher Scherspannung die Anlagerung von Thrombozyten an Typ-I-Kollagen mit der

B 1-Rezeptordichte steigt

. Die Extremvariante der Variation der Rezeptorexpression,
namlich vollig fehlende Expression von GP Ia wirkte sich in einer Patientin als
Blutungserkrankung mit extrem verldngerter Blutungszeit und komplett fehlender Kollagen-
induzierter Pldttchenaggregation und Adhésion aus 96.97

Zwei stille Polymorphismen (C*T in Exon 7 und G*”’A in Exon 8) im humanen 0i-
Gen, die im kompletten Linkage Disdquilibrium zueinander stehen, sind mit der

Expressionshhe des Integrins o,f; assoziiert, wobei das 80773

G-Allel mit niedrigerer
Rezeptordichte vergesellschaftet ist % Kiirzlich publizierte Daten deuten darauf hin, dass ein
Polymorphismus in der proximalen 5° regulatorischen Region des humanen o,-Gens (°*C-
>T), welches mit dem *’C Polymorphismus im Linkage Disédquilibrium steht, die fiir die
reduzierte Expression kausale Variante sein konnte *°.

Die funktionelle Bedeutung des 807

T Polymorphismus wird durch die Beobachtung
unterstrichen, dass Patienten mit von Willebrand Erkrankung, die Trédger des 8O7T Allels sind,
und damit hohere Expressionslevel von GP Ia/lla haben, ein niedrigeres Risiko fiir schwere
Blutungen aufweisen % Das *'T Allel war in epidemiologischen Untersuchungen mit
ischdmischen Schlaganfillen bei jungen Frauen assoziiert und in einer populationsbasierten
Kohortenstudie mit erhohter kardiovaskulidrer Mortalitéit bei Frauen, die wegen Nikotinabusus

) . N . .. .. . 101-103
oder Diabetes ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko aufwiesen

104-10
h °.

. Die Studienergebnisse

zu akuten Koronarsyndromen waren jedoch widerspriichlic

Gerinnungsfaktor VII
Der Gerinnungsfaktor VII ist der fiir den extrinsischen Gerinnungsweg zentrale
Gerinnungsfaktor. Er wird als inaktives Glycoprotein von 48 kD in der Leber synthetisiert.

Nach Gewebsverletzung wird die Gerinnungskaskade durch die Aktivierung von Faktor VII
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durch Gewebsfaktor (tissue factor, TF) ausgelost. Die Serin-Protease Faktor VII ist
gleichzeitig der einzige bekannte TF-Ligand HO-114
Eine starke Assoziation zwischen der Hohe der Faktor VII-Aktivitdt und dem Risiko

115

todlicher Myokardinfarkte war schon 1986 publiziert worden ", wihrend die Ergebnisse

vieler Populations-basierter Studien aus der Folgezeit widerspriichlich waren (Ubersicht in
16).

Auch das Faktor VII-Gen ist ausgesprochen polymorph. Es sind drei
Promotorpolymorphismen bekannt, von denen eine Dekanucleotid-Insertion in Position —323
im Linkage Disdquilibrium mit dem Arg’”>Gln-Polymorphismus (G10.976A in Exon 8) steht.
Dariiber hinaus ist ein hypervariable Region mit einem Lingenpolymorphismus in Intron 7
bekannt '""'"° Der Arg’**Gln-Polymorphismus von Faktor VII ist mit einer Reduktion der
Faktor-VII-Aktivitit um 20-30% assoziiert '*. Die Ergebnisse epidemiologischer Studien zur
Assoziation genetischer Varianten des Faktor VII-Gens mit Myokardinfarkt sind teilweise
widerspriichlich. Wihrend einzelne Arbeiten darauf hindeuteten, dass Triger des Gln’>-

117, 121-123

Allels ein reduziertes Myokardinfarkt-Risiko haben konnten , konnte dies in anderen

grofBen Populationen nicht bestitigt werden 124-126
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2. Fragestellungen und zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

2.1. Patientenpopulation und Studiendesign

Die hier vorgestellten eigenen Ergebnisse basieren auf einer Studie im Fall-Kontroll-Design,
die mit dem Ziel durchgefiihrt wurde, die Assoziation zwischen genetischen Einflussfaktoren
und dem Risiko einer koronaren Herzerkrankung und deren Komplikationen zu untersuchen.
Es wurden insgesamt 1000 konsekutive Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung eingeschlossen, die zur diagnostischen Koronarangiographie oder zu einer
Koronarintervention in die Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Kardiologie, Angiologie
und Pneumologie, des Universitédtsklinikums Charité, der Humboldt Universitit eingewiesen
wurden. Im gleichen Zeitraum wurden weitere 1000 Patienten, die nach Alter, Geschlecht und
Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme zu den KHK-Patienten gepaart waren, als
Kontrollkollektiv eingeschlossen.

Von den 1000 Patienten mit koronarer Herzerkrankung unterzogen sich 673 Patienten
einer Katheterintervention (PTCA, DCA, Stentimplantation). Diese Patienten-Kohorte wurde
prospektiv iiber insgesamt 30 Tage hinsichtlich des Auftretens unerwiinschter Ereignisse
verfolgt, welche als Tod, Myokardinfarkt und der Notwendigkeit zur erneuten
Revaskularisation (erneute PTCA oder Bypass-Operation) des Zielgefdles definiert und als
kombinierter 30-Tage-Endpunkt erfasst wurden.

Eine koronare Herzerkrankung sowie andere kardiovaskuldre Erkrankungen wurden
bei den Kontroll-Patienten auf der Basis der Anamnese, der klinischen Untersuchung, von
EKG, Echokardiogramm und Rontgen-Thorax ausgeschlossen. Weitere Ausschlusskriterien
fir die Patienten der Kontrollgruppe waren arterielle Verschlusskrankheit, schwere
systemische Erkrankungen, die einen potentiellen Einfluss auf das kardiovaskulire
Risikoprofil oder den Gerinnungsstatus hatten, einschlieBlich Nierenversagen und Vaskulitis.
Das Spektrum der Erkrankungen der Patienten in der Kontrollgruppe entsprach dem des
Klientels eines groBen Universitdtsklinikums mit allen internistischen Subspezialitéten,
Neurologie, Dermatologie und allen chirurgischen Facher einschlieBlich Orthopidie,
Gynikologie, Geburtshilfe, HNO und Urologie. Alle Patienten waren deutsche Kaukasier aus
Berlin und Umgebung. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission des
Universitédtsklinikums Charité genehmigt. Alle Studienteilnehmer hatten ihr schriftliches
Einverstdandnis erklért.

Die Definition der koronaren Herzerkrankung erfolgte nach angiographischen
Kriterien. Die Auswertung der Koronarangiogramme erfolgte mittels quantitativer

Angiographie durch erfahrene Kardiologen, die hinsichtlich der Identitdt und des Verlaufs der
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Patienten verblindet waren. Koronare Herzerkrankung wurde definiert als eine = 50% Stenose
in einer der drei groBen Koronararterien oder in einem grofleren Seitenast. Der Schweregrad
der Erkrankung wurde nach der Anzahl der befallenen Arterien als 1-Gefal3-, 2-Gefa3- oder 3-
GefiB-Erkrankung erfasst. Die Diagnose ,,Myokardinfarkt“ wurde nach WHO-Kcriterien '*/
und durch Angiographie gestellt. Unter akuten Koronarsyndromen wurden der akute
Myokardinfarkt und die instabile Angina pectoris subsumiert. Tabelle 2 gibt einen Uberblick
tiber klinische Charakteristika der Studienpopulation.

Tabelle 2. Klinische Charakteristika der Studienpopulation

KHK-Gruppe Vergleichsgruppe p!
n % n %

Patientenzahl 1.000 100,0 1.000 100,0 -
Alter (Jahre)* 60,6 (55,1- 67,1) 60,5 (54,5- 66,5)
Frauen 241 24,1 241 24,1 -
Risikofaktoren
Diabetes mellitus 228 22,8 114 11,4 <0,001
Arterielle Hypertonie 552 55,2 359 35,9 <0,001
Hypercholesterindmie 527 52,7 303 30,3 <0,001
Raucher 440 44,0 352 35,2 <0,001
Schweregrad
1-GefiaB3-Erkrankung 297 29,7 - - -
2-GefdB3-Erkrankung 365 36,5 - - -
3-GefiB-Erkrankung 338 33,8 - - -
Akuter Infarkt 91 9,1 - - -
Instabile Angina pectoris 144 14,4
Manifeste KHK <50 J. 279 27,9 - - -

* Median, (25.-75. Perzentile); 1 KHK vs. Kontrollen

2.2. Assoziation von Polymorphismen der Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR)
mit dem Homozystein-Spiegel und dem KHK-Risiko (V4, V6)

Zielstellung
Zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung existierten keine Daten iiber die Hiufigkeit der

MTHFR Varianten A'***C und T"''C in der kaukasischen Population sowie iiber deren Allel-
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und Haplotypzuordnung im Verhiltnis zur Variante Co7'T. Zielstellungen der Studie waren
daher die Untersuchung der 3 MTHFR Varianten C'1, A"®C und T""C in der
beschriebenen Fall-Kontrollstudie, die Bestimmung ihrer allelischen Assoziation und der
zugrundeliegenden Haplotypen sowie deren Assoziation mit dem Homozystein-Spiegel sowie
dem Risiko fiir die koronare Herzerkrankung.

Ergebnisse

In der untersuchten Population von insgesamt 2000 Patienten fand sich lediglich ein Patient,
der heterozygoter Triger der Variante T"'’C war. Es bestand in der untersuchten Population
ein komplettes Linkage Disdquilibrium zwischen den Varianten C”'T und A™**C. Zur
weiteren Untersuchung wurde die DNA von 32 zufillig ausgewihlten zusammengesetzt-
heterozygoten Patienten mit dem MTHFR-Genotyp S77CT und '"™*AC einem zweistufigem
Verfahren unterzogen. Dieses bestand aus einer Allel-spezifischen long-range PCR und einem
anschlieBenden PCR/RFLP-Schritt und belegte, dass die Varianten ST und '*°C in der
untersuchten Population immer in trans-Position vorkamen. Mit diesen Informationen wurde
eine Haplotyp-basierte MTHFR-Nomenklatur vorgeschlagen, zudem konnten alle MTHFR-
Genotypen eindeutigen Haplotyp-Paaren zugeordnet werden. Abbildung 2 zeigt die
vorgeschlagene Nomenklatur sowie die in der Studie beobachteten MTHFR-Haplotypen.

Nukleotid-Position

677 1298
MTHFR*1 GCC Gl
Ala Glu
mTHFR2 | GIC caa |
Val Glu
MTHFR'3 | GEC GeA |
Ala Ala
Abb. 2 Hiufige Haplotypen des MTHFR-Gens. Es ist das Aminosdure-codierende Triplett
bezeichnet, jeweils unterstrichen sind die beiden polymorphen Positionen in Nukleotid 677
und 1298.
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Der Homozysteinspiegel war bei KHK-Patienten (Median 9,85 pmol/l)
hochsignifikant hoher als bei Kontrollpatienten (Median 9,60 pmol/l). In der
Kontrollpopulation fand sich keine signifikante Assoziation der MTHFR-V arianten C*’T und
A"™5C mit dem Homozystein-Spiegel, wihrend bei KHK-Patienten der Homozysteinspiegel

bei heterozygoten und homozygoten Trigern des 677

T-Allels signifikant hoher war als bei
homozygoten 7cc Trdgern. Fir die Variante A'?5C ergab sich keine signifikante
Assoziation mit dem Homozysteinspiegel.

Weder bei der Untersuchung der Einzelnukleotidpolymorphismen C'T und A"*®C
noch bei der Haplotyp-basierten Genotypzuordnung fand sich eine signifikante Assoziation
von MTHFR-Varianten mit dem KHK-Risiko. Die weitere explorative Analyse ergab fiir die
KHK-Gruppe, dass Patienten mit dem MTHFR-Genotyp *3/*3 ein um 60% reduziertes Risiko
hatten (95% Konfidenzintervall 21-80%; P=0,009, nach Bonferroni-Korrektur P=0,064),
akute Koronarsyndrome zu erleiden. Im iibrigen fand sich weder eine Assoziation mit dem
Schweregrad der KHK-Erkrankung noch mit dem Manifestationsalter noch mit einem
Myokardinfarkt in der Anamnese.

Zum Publikationszeitpunkt umfasste unsere oben dargestellte Studie mit insgesamt
2000 Patienten die bisher grofite Population, an der eine mogliche Assoziation zwischen
MTHFR-Varianten und KHK-Risiko untersucht worden war. Dennoch war die Fallzahl auch

28, 128

dieser Arbeit wie auch bereits vorgelegter Metaanalysen zu klein, um eine Assoziation

eindeutig zu belegen oder auszuschlieBen '*

. Deswegen wurde unter Fiihrung einer
niederldndischen Arbeitsgruppe eine systematische Metaanalyse zur Frage der Assoziation
des MTHFR C°''T Polymorphismus mit dem KHK-Risiko unter Zugriff auf die Rohdaten der
einzelnen einbezogenen Studien zur Kldrung durchgefiihrt, an der wir uns mit unseren
eigenen Daten sowie unserer Expertise auf dem Gebiet der MTHFR- und
Homozysteinforschung beteiligten.

Fiir diese Metaanalyse wurden insgesamt 40 Fall-Kontroll-Studien (34 publizierte und 6
unpublizierte Studien) mit insgesamt 11.163 Fall-Patienten und 12.758 Kontrollen
eingeschlossen. Diese Fallzahl war hinreichend groB3, denn die Fallzahlabschidtzung bei einer
erwarteten Odds Ratio fiir die KHK von 1,13 fiir die Patienten mit dem homozygoten STITT-
Genotyp, verglichen mit dem 677CC—Genotyp (Plasma-Homozysteinerhohung um 1 pmol/l

130) ergibt bei einer Priivalenz des ”’TT-

entspricht einer S%igen Erhohung des KHK-Risikos
Genotyps von 12% in der Bevolkerung, dass mindestens 9526 Patienten notwendig sind, um
eine Odds Ratio in dieser erwarteten Hohe mit einem zweiseitigen o von 0,05 und mit einer

statistischen Power von 80% zu finden.
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Die Analyse der eingeschlossenen Studien zeigte, dass Patienten mit dem 7T
Genotyp ein signifikant erhohtes KHK-Risiko von 1,16 (95% Konfidenzintervall 1,05-1,28)
hatten, wihrend heterozygote 7cT Triger einen nicht-signifikanten Trend von 1,04 (95%
Konfidenzintervall 0,98-1,10) fiir ein erhohtes KHK-Risiko zeigten. Es fand sich eine
signifikante Heterogenitidt zwischen Studien aus Europa und Nord-Amerika dergestalt, dass
der beschriebene Zusammenhang zwischen dem MTHFR 7T Genotyp und KHK sich nur in
Studien aus Europa, nicht jedoch aus Nordamerika fand. Eine mogliche Erklirung kann auch
hier in der Abhidngigkeit vom Folsdurestatus liegen, denn es zeigte sich fiir Studien, die
Informationen zum Folsdurestatus erfasst hatten (insgesamt 3262 KHK-Patienten und 4472
Kontrollen) die Assoziation zwischen MTHFR Genotyp und dem KHK-Risiko nur in Strata,
in denen der Plasma-Folsiurespiegel niedriger als der Kontinent-spezifische Median war.
Diskussion:

Wesentliches Ergebnis der Studie war die Beobachtung, dass die beiden haufigen MTHFR
Varianten C®”'T und A'*C in komplettem Linkage Disédquilibrium stehen und daher nur 3
der 4 theoretisch moglichen hidufigen Haplotypen gesehen wurden. Die erwartete Assoziation
zwischen dem C®’'T Polymorphismus und dem Homozysteinspiegel war auch in dieser
Population im Sinne eines Gen-Dosis-Effekts sichtbar, allerdings waren die Unterschiede im

Homozysteinspiegel zwischen homozygoten 677CC—Tréigern und homozygoten 677

TT Tréagern
mit 12,5% Unterschied geringer als in verschiedenen vorherigen Studien % Als eine mogliche
Erklirung kommen Unterschiede in der Erndhrung insbesondere in der Einnahme von
Folsdure, Vitamin Bg und Vitamin B, in Betracht, zumal in einer italienischen Studie gezeigt
worden war, dass bei Patienten mit addquatem Folsdurespiegel der Einfluss der Co7'T-
Variante auf den Homozystein-Spiegel nicht mehr nachweisbar war *>. Diese Hypothese
konnte in unserer Population jedoch nicht iiberpriift werden, da keine Folsdurespiegel zur
Verfiigung standen.

Trotz des beobachteten Effekts auf den Homozysteinspiegels fand sich in unserer
Studie keine signifikante Assoziation der Einzelnukleotidpolymorphismen oder der Haplotyp-
basierten Genotypen mit dem KHK-Risiko. Bemerkenswert war ferner die Beobachtung, dass
KHK-Patienten, die MTHFR Genotypen *2/*3 und *3/*3 trugen, ein signifikant verringertes
Risiko aufwiesen, akute Koronarsyndrome zu entwickeln. Die Einordnung dieses Befundes ist
derzeit nicht sicher moglich, moglicherweise ist er als Zufallsbefund im Rahmen multiplen
Testens anzusehen. Allerdings berichtete bereits eine frithere Arbeit aus den Niederlanden 46

eine Assoziation der MTHFR ®""T-Variante mit einen Trend zu niedrigeren Risiko fiir nicht-

todliche Myokardinfarkte.
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Die Metaanalyse unterstiitzt die Hypothese, dass der gestorte Folsdure-Metabolismus,
welcher sich in erhohten Homozystein-Konzentrationen zeigt, eine kausale Rolle in der KHK-
Entstehung spielen konnte. Zudem zeigt diese Metaanalyse, dass es notwendig ist, eine sehr
grofle Anzahl von Patienten zu untersuchen, um eine Assoziation zwischen Genotyp und
Erkrankung zu belegen, wenn das Genotyp-assoziierte Erkrankungsrisiko wie im Fall der
MTHFR nur gering bis moderat ist.

Diese Metaanalyse bestétigt auch vorherige Studien, die zeigen konnten, dass die
Assoziation zwischen dem MTHFR Genotyp und dem KHK-Risiko vorwiegend dann

2932, 35, 45 .
? . Die beobachtete

vorzuliegen scheint, wenn der Folsdurespiegel niedrig ist
Heterogenitidt zwischen Studienergebnissen aus Europa und Nordamerika konnte auf
unterschiedliche = Nahrungszusammensetzung mit einem  hoheren  Anteil einer
Folsduresupplementierung der Nahrung in Nordamerika beruhen. Hierfiir spricht neben dem
bekannt hoheren Anteil an Nutzern von Vitaminsupplementierungen in Nordamerika (25-
40%) ' als in Europa mit 5-15% 136137 quch die gefundenen Homozystein-Spiegel, die in
den europdischen Studien mit 10,9 pmol/l hoher waren als in den nordamerikanischen (10,5
umol/l). Zudem waren die Unterschiede zwischen den MTHFR 77T und ©”’CC Genotypen in
Europa sowohl fiir den Homozysteinspiegel (2,1 vs. 1,3 pumol/l) als auch fiir den
Folsdurespiegel (2,5 bs. 1,7 nmol/l) hoher als in Nordamerika.

Mit dieser Metaanalyse wurde in der selben Ausgabe der Zeitschrift JAMA eine Meta-
Analyse von 30 Studien an insgesamt 5000 Patienten mit ischdmischer Herzerkrankung
verOffentlicht, die zeigte, dass ein um 25% niedrigerer Homozystein-Spiegel mit einem 11%
niedrigeren Risiko fiir eine koronare Herzerkrankung assoziiert war °. Die Konkordanz der
Risikoschitzer dieser beiden Studien unterstiitzt indirekt die Hypothese einer kausalen
Assoziation zwischen dem Homozystein-Spiegel und der KHK. Aus diesem Grund werden
derzeit mehrere grole Studien mit dem Ziel durchgefiihrt, die Hypothese zu untersuchen, dass
eine Senkung des Homozystein-Spiegels mittels Folsdure oder B-Vitaminen das KHK-Risiko

. 138
reduzieren kann .

Die Studienergebnisse zeigen weiterhin, dass bei adédquatem
Folsdurespiegel das Screening fiir den MTHFR o' Polymorphismus in der unselektierten
Allgemeinbevolkerung derzeit zur Abschitzung des KHK-Risikos nicht empfohlen werden

kann.

2.3. Geschlechtsunterschiede in der Homozystein-abhingigen Gen-Umwelt Interaktion

bei akuten Koronarsyndromen (V2)

Zielstellung:
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Ausgehend von der oben geschilderten Interaktion zwischen Homozystein und dem
endothelialen NO-System war die dieser Arbeit zugrundliegende Hypothese, dass in
Situationen, in denen der prothrombotischen Aktivierung eine besondere Rolle zukommt, wie
bei akuten Koronarsyndromen, eine Interaktion zwischen dem Homozystein-Spiegel und dem
funktionellen CA-Repeat-Polymorphimus in Intron 13 der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) bestehen konnte.

Ergebnisse:

Hierfiir wurde an der beschriebenen Fall-Kontrollstudie die Gruppe der 1000 KHK-Patienten
gesondert analysiert. Der Homozysteinspiegel selbst war in der untersuchten Gruppe der
KHK-Patienten mit keinem erhohten Risiko fiir akute Koronarsyndrome assoziiert. Die
Untersuchung der Interaktion zwischen dem CA-Repeat Polymorphismus der eNOS und dem
Homozystein-Spiegel zeigte jedoch, dass Frauen, die eine Hyperhomozysteindimie aufwiesen
(Homozysteinspiegel groBer als der Median von 9,4 pmol/l), mit steigender Anzahl der CA-
Repeats im eNOS-Gen, beginnend bei einer Repeat-Anzahl von 36, ein signifikantes und
ansteigendes Exzess-Risiko fiir akute Koronarsyndrome hatten (Abbildung 3). In der
Gesamtgruppe der KHK-Patienten und in der Gruppe der Ménner fand sich diese Assoziation
jedoch nicht. Dieser Befund erhirtete sich auch nach Adjustierung der Ergebnisse fiir
klassische Risikofaktoren, Marker der Gerinnungsaktivierung und Entziindungsparameter.
Auch eine Adjustierung fiir weitere potentielle genetische Risikofaktoren akuter
Koronarsyndrome, darunter MTHFR, Gerinnungsfaktor VII, thrombozytdres Glycoprotein
IIIa, sowie thrombozytéires Glycoprotein Ibo (Kozak-Sequenz-Polymorphismus) fiihrte nicht
zu einer substantiellen Anderung des relativen Risikos.

Diskussion

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Homozystein moglicherweise ein
geschlechtsspezifischer Modifikationsfaktor eines CA-Repeat-Polymorphismus-abhingigen
hereditdren Risikos fiir akute Koronarsyndrome darstellen konnte. Die funktionelle Relevanz
dieses CA-Repeat-Polymorphismus im eNOS-Gen wurde kiirzlich bestitigt. Es konnte
gezeigt werden, dass dieser Polymorphismus als splicing enhancer wirkt, indem das 65-kDa
nukledre Ribonucleoprotein L ldngenabhingig an diese CA-Repeats bindet und so als
spezifischer Aktivator des eNOS-Splicings wirkt '*°. Eine hohere Anzahl an CA-Repeats
konnte daher das eNOS-Splicing erhdhen und zu erhohter eNOS-Expression und Aktivitét
fiihren.

Wihrend  verschiedene Mechanismen bekannt sind, die bei Patienten mit

o . . . .. e 54 1 .. .
Hyperhomozysteindmie die Tendenz zur Gerinnungsaktivierung verstdrken ~, konnen diese
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die in dieser Studie gefundenen geschlechtsspezifischen Unterschiede nicht erkldren. Es gibt
jedoch Hinweise aus mehreren epidemiologischen Studien, dass Homozystein zumindest fiir
das KHK-Risiko eine grofere Bedeutung als Risikofaktor fiir Frauen als fiir Ménner besitzt
0 Diese Ergebnisse bediirfen neben einer epidemiologischen Bestitigung in unabhéngigen
Populationen, da in unserer Studie die Subgruppe der Frauen mit hohen Homozystein-

Spiegeln nur eine relativ geringe Fallzahl enthielt und eine Vielzahl statistischer Tests

angewandt wurde, auch einer Klidrung moglicher zugrundeliegender funktioneller

Mechanismen.
CA repeats
0,98
>=34 ns
1,68
>=35  rfe ns
4,89
>=136 e P=0.015
11,20
>=137 e P=0.001
18,32
>=38 . P=0.030
0 1 10 100

Abb. 3 Risiko fiir akute Koronarsyndrome bei Frauen in Abhiingigkeit vom eNOS

Polymorphismus. Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall fiir akute Koronarsyndrome
bei unterschiedlichen eNOS CA-Repeat-Werten bei Frauen mit koronarer
Herzerkrankung und Homozystein-Werten iiber dem Median (9,4 mmol/l). Die P-Werte
sind Bonferroni-korrigiert. Die Anzahl der Patientinnen mit ACS in den
unterschiedlichen CA-Repeat cut-off Gruppen war: > 34: 14; > 35: 11; > 36: 10; > 37:
8; >38: 4).

2.4. Assoziation des Kozak-Sequenz-Polymorphismus des thrombozytiren
Glycoproteins Iba mit der koronaren Herzerkrankung und Frithkomplikationen nach
Katheterinterventionen (V5, V10)

Zielstellung:
Die der Arbeit zugrundliegende Hypothese war, dass Triger des ~C-Alellels aufgrund der

hoheren Glycoprotein Ibo-Rezeptordichte zu  thrombotischen  Ereignissen  (akute
Koronarsyndrome, Frithkomplikation nach koronaren Katheterinterventionen) pridisponiert

sein konnten. Nachdem in einer kleinen Pilotstudie an 101 Patienten, die einen
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Myokardinfarkt iiberlebt hatten, diese Hypothese nicht belegt werden konnte % haben wir
diese Hypothese an der 2000 Patienten umfassenden Fall-Kontroll-Studie iiberpriift.
Ergebnisse:

Es fand sich keine Assoziation dieses Polymorphismus mit dem Risiko, eine koronare
Herzerkrankung zu erleiden. Allerdings hatten KHK-Patienten, die heterozygote oder
homozygote Triger des ~C-Allels waren, verglichen mit den homozygoten ~TT-
Genotyptragern ein um 43% (95% Konfidenzintervall 5-95%; P=0,02) erhohtes Risiko, akute
Koronarsyndrome zu entwickeln.

Von den 269 Patienten, die sich einer Herzkatheterintervention mittels PTCA
unterzogen hatten, erlitten 14 Patienten innerhalb der ersten 30 Tage nach Intervention eine
Friithkomplikation (Myokardinfarkt, Tod, Notwendigkeit zur erneuten Revaskularisation).
Patienten, die heterozygote oder homozygote Triger des C-Allels waren, hatten, verglichen
mit den homozygoten “TT-Genotyptrigern, ein um den Faktor 3,75 (95% Konfidenzintervall
1,15-12,27; P=0,029) erhohtes Risiko, den kombinierten Endpunkt der 30-Tageskomplikation
zu erreichen (Abb. 4). Bei Patienten, die sich einer DCA oder Stentimplantation unterzogen

hatten, fand sich diese Assoziation nicht.
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Keine Kompl. Komplikation

EBTT 71,8% 42,9%
OTC+CC 28,2% 57,1%

Odds Ratio: 3,75 (1,15-12,27)

Abb. 4 Der Kozak-Sequenz Polymorphismus ~“C/T des GP Iba als Pridiktor von
Friihkomplikationen nach PTCA (n=269). Die Abbildung zeigt die Verteilung der
Genotypfrequenzen bei Patienten, die sich einer PTCA unterzogen hatten, aufgeteilt nach
dem Auftreten des zusammengesetzten 30-Tage-Endpunkts (,,Komplikation*: Tod,
Myokardinfarkt, Notwendigkeit der Revaskularisation des Zielgefi3es). Die Gruppe der
Triager des CT+CC Genotyps hatten ein 3,75-fach erhohtes Risiko, den 30-Tagesendpunkt zu
erreichen.
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Diskussion

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass der Kozak-Sequenz Polymorphismus bei
akuten Koronarsyndromen und nach PTCA klinische Bedeutung haben konnte. Offensichtlich
besteht diese jedoch nach DCA und Stentimplantation nicht. Eine mogliche Erklidrung konnte
darin liegen, dass die Patienten nach Stentimplantation zusitzlich zur Gabe von Aspirin auch
Ticlopidin  erhalten hatten, von dem bekannt ist, dass es zusitzlich die
Thrombozytenaggregation und die Aktivierung des thrombozytidren Fibrinogenrezeptors GP
ITb/I1la hemmt '*'. Zudem waren die GefiBdurchmesser der mit DCA behandelten Stenosen
signifikant grofer und die Vertrauensbereiche sehr grof3.

Kiirzlich zeigten unsere Koautoren, dass das thrombozytdre Glycoprotein Ibo einen
Rezeptor fiir das endotheliale P-Selectin und fiir das leukozytire Mac-1 darstellt 142, 143
Dennoch konnte in wunserer Population keine Assoziation des Kozak-Sequenz
Polymorphismus mit der Entstehung der koronaren Herzerkrankung nachgewiesen werden.
Dies deckte sich auch mit der ersten Studie, die zu dieser Fragestellung publiziert wurde 8,
Zusammenfassend deutet dieses Studienergebnis darauf hin, dass der Kozak-Sequenz ~C/T
Polymorphismus ein Risikofaktor in klinischen Situationen darstellen konnte, in denen
Thrombusentstehung eine wichtige Rolle spielt, wie in akuten Koronarsyndromen oder bei
Komplikationen nach PTCA. Sollte sich dies in anderen Populationen bestétigen, konnte diese
Variante zu einer verbesserten Risikostratifizierung von Patienten mit Kkoronarer

Herzerkrankung beitragen.

2.5. Assoziation des Polymorphismus C*’T im thrombozytiren Glycoprotein Ia mit
Friihkomplikationen nach Koronarinterventionen (V7, V10)

Zielstellung

Die der Arbeit zugrundeliegende Hypothese war, dass Triger des 07T Allels aufgrund der
oben beschriebenen funktionellen Auswirkungen auf die Rezeptorexpression und die
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation ein hoheres Risiko haben konnten,
Friihkomplikationen nach Koronarinterventionen zu erleiden. Eine erste Studie zu dieser
Frage konnte in einer Kohorte von 1797 Patienten, die sich einer koronaren Stentimplantation
unterzogen hatten, fiir den c*'r Polymorphismus kein signifikant erhohtes Risiko fiir
Friihkomplikationen wihrend der ersten 30 Tage nach Intervention nachweisen 144 Patienten,
die sich einer reinen PTCA oder einer DCA unterzogen hatten, waren allerdings in dieser
Studie nicht eingeschlossen, wir haben die Fragestellung daher auch in diesen

Patientenpopulationen untersucht.

24



Ergebnisse
Wie Tabelle 3 zeigt, fand sich in der Kohorte der Patienten aus der beschriebenen Fall-

Kontrollstudie, die nach Koronarintervention fiir 30 Tage prospektiv hinsichtlich des
kombinierten Endpunkts beobachtet worden waren, keine Assoziation des GP Ia -

Genotyps mit Frithkomplikationen nach PTCA, DCA und Stentimplantation.

Tabelle 3. Frilhkomplikationen wihrend der ersten 30 Tage nach PTCA, DCA und Stentimplantation in
Abhiingigkeit vom GP Ia C*"'T-Genotyp.

GP Ia Genotyp
CcC CT TT P
PTCA (n=272) Keine Komplikationen 92 (93,9%) 125 (94,7%) 41 (97,6%) 0,65
30-Tage Komplikation 6 (6,1%) 7 (5,3%) 1 (2,4%)
DCA (n=104) Keine Komplikationen 34 (97,1%) 49 (94,2%) 15 (88,2%) 0,43
30-Tage Komplikation 1 (2,9%) 3(58% ) 2 (11,8%)
Stent (n = 276) Keine Komplikationen 88 (90,7%) 131 (93,6%) 35 (89,7%) 0,62
30-Tage Komplikation 9 (9,3%) 9 (6,4%) 4 (10,3%)

Diskussion

Dieses Ergebnis bestitigte die hinsichtlich der Friihkomplikationen nach Stentimplantation
publizierten Vorergebnisse. Dennoch war es vor dem Hintergrund des bekannten
Zusammenhangs zwischen der GP Ia/lla-Rezeptordichte und der Thrombozyten-

Kollageninteraktion *> 100

807

sowie des Befunds, dass Patienten, die homozygote Triger des

TT-Genotyps sind, verglichen mit homozygoten 807CC—Tr’cigern eine flowzytometrisch

gemessene etwa doppelt so hohe GP Ia/lla-Rezeptordichte besitzen 145146 Zuniichst

tiberraschend.

Bereits in der ersten Arbeit von von Beckerath et al. '*’

ist daher die Frage der
moglicherweise bestehenden grundlegenden Unterschiede zwischen Katheter-induzierten oder
spontanen koronaren Thrombosen diskutiert worden. Wihrend spontane Koronarthrombosen
auf dem Boden einer atherosklerotischen Plaqueruptur moglicherweise einer stirkeren
Ausprédgung der Thrombinbildung auf dem Boden der Gewebsfaktor-Aktivierung unterliegen,
da atherosklerotische Plaques Gewebefaktor in groBer Menge enthalten 8 ist von
hohergradigen Koronarstenosen bekannt, dass diese oftmals weniger Gewebsfaktor enthalten

148, 14 . . .
° Zudem tragen die zur Intervention verwendeten Materialen selbst zur

130 Insgesamt scheint die untersuchte, durch den c*'r

Gerinnungsaktivierung bei
Polymorphismus genetisch determinierte Expressionshohe des thrombozytidren GP Ia/lla fiir
die Entstehung thrombotischer Friihkomplikationen nach Koronarkatheterinterventionen nicht

bedeutsam.
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2.6. Assoziation des Gerinnungsfaktor VII-Polymorphismus Arg’Gln mit dem
prozeduralen Risiko nach Koronarintervention (V9)

Zielstellung

Die der Arbeit zugrundliegende Hypothese war, dass Triger des GIn’>>-Allels aufgrund der
niedrigeren Faktor-VII-Aktivitit ein niedrigeres Risiko haben konnten, Friihkomplikationen
nach perkutanen Koronarinterventionen (PTCA, DCA, Stentimplantation) zu erleiden. Wir
haben diese Hypothese an der Subgruppe von 666 Patienten der insgesamt 2000 Patienten

umfassenden Fall-Kontroll-Studie iiberpriift, die sich einer Katheterintervention unterzogen

hatten.
400
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Abb. 5 Gerinnungsfaktor VIIc-Aktivitit in Abhiingigkeit vom Gerinnungsfaktor VII

Arg®*GIn Polymorphismus.

Ergebnisse

Homozygote Triger des Gln’>’-Allels hatten eine um 36% reduzierte Faktor VIIc-Aktivitit
wihrend heterozygote Triger eine 21%-Reduktion aufwiesen, jeweils verglichen mit
homozygoten Trigern des Arg>-Allels (Abb. 5). Der zusammengesetzte 30-Tage Endpunkt
(Tod, Myokardinfarkt und Notwendigkeit der erneuten Revaskularisation des Zielgefil3es)

wurde von 43 Patienten erreicht, 4 Patienten hatten den heterozygoten Arg>*/GIn’>*-Genotyp,

39 Patienten hatten den homozygoten Arg”>*/Arg>-Genotyp. Insgesamt hatten nur 2,5% der

Triger des GIn’>*-Allels eine 30-Tage-Komplikation erlitten, verglichen mit 7,7% der Triger
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des Arg353 -Allels, was einer Risikoreduktion von 68% (95% Konfidenzintervall 9%-81%;
P=0,02) fiir Triger des GIn’“-Allels entspricht. Die gefundene Risikoreduktion war
unabhingig davon, ob eine PTCA oder Stentimplantation durchgefiihrt wurde, erreichte aber
fallzahlbedingt nur in der Gesamtgruppe statistische Signifikanz. Fiir akute Koronarsyndrome

und Myokardinfarkte hingegen fand sich keine Assoziation mit dem untersuchten

Polymorphismus.
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ER/R 75,4% 90,7%
OR/Q+Q/Q 24,6% 9,3%
Odds Ratio: 0,32 (0,08-0,90)
Abb. 6 Der Gerinnungsfaktor VII  Polymorphismus R*Q als Pridiktor von

Friihkomplikationen nach Koronarkatheterinterventionen (n=666). Die Abbildung zeigt
die  Verteilung der  Genotypfrequenzen bei  Patienten, die sich  einer
Koronarkatheterintervention (PTCA, DCA, Stentimplantation) unterzogen hatten, aufgeteilt
nach dem Auftreten des zusammengesetzten 30-Tage-Endpunkts (,,Komplikation*: Tod,
Myokardinfarkt, Notwendigkeit der Revaskularisation des Zielgefifies). Patienten des R/Q
+Q/Q Genotyps hatten ein um 68% reduziertes Risiko, den 30-Tage Endpunkt zu erreichen.

Diskussion
Die gefundene Assoziation des Arg’>’Gln-Polymorphismus mit der Faktor VIIc-Aktivitdt im
Sinne eines Gen-Dosis-Effekts kann als ein weiterer Hinweis auf die funktionelle Relevanz

dieser genetischen Variante gewertet werden. Diese phédnotypischen Unterschiede sind im

117, 121-123

Einklang mit der Literatur und konnten einen Mechanismus fiir die beschriebene

Risikoreduktion der 30-Tage-Komplikation nach koronaren Katheterinterventionen darstellen.
Unsere Negativbefunde beziiglich der Assoziation mit akuten Koronarsyndromen decken sich

124-126

mit den Ergebnissen weiterer Studien an gro3en Populationen und mit der prospektiven

Framingham-Heart-Studie "'
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Sollten sich unsere Ergebnisse beziiglich des prozeduralen Risikos bestétigen, konnte
dieser Parameter zur verbesserten Einschitzung des Risikos nach Katheterinterventionen und
einer individualisiert angepassten Therapie genutzt werden. Wenn der in préklinischer
Entwicklung befindliche rekombinante FVIlai 152, der ein blockiertes aktives Zentrum enthélt,
bis zur klinischen Anwendung entwickelt wird, sollte der Faktor VII-Genotyp fiir Indikation,

Dosierung und Wirkabschitzung in Betracht gezogen werden.

2.7. Assoziation des C**T-Polymorphismus in dem fiir die B3-Untereinheit des
heterotrimeren G-Proteins kodierenden Gen (GNB3) mit Friihkomplikationen nach
Koronarinterventionen (V8)

Heterotrimere G-Proteine sind Schliisselmolekiile in der Signaltransduktion von

153

heptahelikalen Rezeptoren 7. Die P3-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins wird

ubiquitédr als Bestandteil von Pertussistoxin-sensitiven, die Adenylcyklase inhibierender G-

154,155

Proteine exprimiert und ist in die Signaltransduktion von einer Vielzahl von Rezeptoren

involviert (darunter PAF und M2-Acetylcholinrezeptor), die potentiell das Wachstum von

glatten GefiBmuskelzellen und die Intimahyperplasie stimulieren konnen 136157 Auch fiir die

ADP-abhingige Thrombozytenaggregation ist dieser Signaltransduktionsweg bedeutsam 138,

In dem fiir die B3-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins kodierenden Gen (G[33)
wurde kiirzlich in Exon 10 ein CSZST—Polymorphismus beschrieben. Das T-Allel war mit einer

SpleiBvariante (fehlende Nukleotide 498-620 in Exon 9) des Gens und mit erhohter G-

159-162

Protein-gekoppelter  transmembranidrer  Signalaktivitit assoziiert In vivo-

Untersuchungen der Hautmikrozirkulation bei gesunden jungen Minnern deuten auf eine
verstiarkte Vasokonstriktionsantwort nach Injektion von jeweils 10™® bis 10"°-molaren

Substanzkonzentrationen von Endothelin-1, Noradrenalin und Angiotensin II bei

825

heterozygoten und homozyoten Trigern der GNB3 "~"T-Variante hin 163,

Bereits in der Erstbeschreibung der C*»T-Variante war eine Assoziation dieses

Polymorphismus mit der essentiellen arteriellen Hypertonie beim Menschen gefunden worden

164-166

199 die spiter in weiteren , wenn auch nicht allen kaukasischen Kollektiven bestitigt

167

wurde . Die Ergebnisse einer ersten pharmakogenetischen Studie deuten zudem darauf hin,

dass der GNB3 CSZST—Polymorphismus fiir die Pradiktion der blutdrucksenkenden Wirkung
nach Gabe von Thiaziddiuretika eingesetzt werden konnte, da eine stirkere

68

825TT—Tréigern gezeigt worden war ',

blutdrucksenkenden Wirkung bei homozygoten
Zielstellung
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Die der Arbeit zugrundeliegende Hypothese war, dass Trager des 825T-Allels aufgrund der
beschriebenen Auswirkungen auf die Signaltransduktion und méglicherweise auf die hieriiber
vermittelte =~ Thrombozytenaggregation, Intimahyperplasie und  Wachstum  glatter
GefdaBmuskelzellen ein hoheres Risiko haben konnten, Frithkomplikationen nach
Koronarinterventionen zu erleiden. Eine erste Studie zu dieser Frage konnte in einer Kohorte
von 562 Patienten, die sich einer Stentimplantation unterzogen hatten, kein erhohtes Risiko
fiir Frithkomplikationen oder fiir eine Restenose nach einem Zeitraum von 6 Monaten
nachweisen ', Patienten, die sich einer reinen PTCA oder einer DCA unterzogen hatten,
waren allerdings in dieser Studie nicht eingeschlossen.

Ergebnisse

Wir haben die Hypothese in der Kohorte von 673 KHK-Patienten aus der beschriebenen Fall-
Kontrollstudie untersucht, die sich einer Koronarkatheterintervention unterzogen hatten. Die
Friihkomplikationen wurden prospektiv als kombinierter 30-Tage-Endpunkt verfolgt. Der
GNB3-Genotyp lag fiir die Auswertung von 277 Patienten, die sich einer PTCA unterzogen
hatten, von 103 Patienten, die sich einer DCA unterzogen hatten sowie von 280 Patienten, die
mit Stentimplantation versorgt worden waren, vor. Es ergab sich auch in unserer prospektiv
verfolgten Kohorte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem GNB3-Genotyp und
Friilhkomplikationen nach Koronarinterventionen, unabhingig vom Typ der erfolgten
Intervention (PTCA, DCA, Stentimplantation).

Diskussion

Entgegen der Arbeitshypothese konnte in unserer Studie, wie auch schon in der Vorstudie von
von Beckerath et al. ', in vivo kein relevanter Einfluss des GNB3-Polymorphismus auf
Friithkomplikationen nach Katheterintervention nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,
dass die in vitro erhobenen Befunde in der komplexen Situation in vivo nach
Koronarintervention entweder in keinem relevanten Umfang zum Tragen kamen oder,
verglichen mit weiteren bekannten Einflussfaktoren, in den Hintergrund treten. Hierfiir spricht

170 indirekt auch die Tatsache,

neben der bekannten Rezeptor-Promiskuitdt der G-Proteine
dass die seit unserer Publikation veroffentlichten Befunde zur Assoziation dieser genetischen
Variante mit kardiovaskuldren und metabolischen Phidnotypen darauf hindeuten, dass sich
reproduzierbar klinisch messbare Effekte oftmals nur in sehr spezifisch definierten

Subgruppen zeigten '/,
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3. Zusammenfassende Diskussion

3.1. Medizinische Anwendung

Die Ergebnisse der hier zusammengefassten Assoziationsstudien deuten darauf hin, dass
sowohl der Kozak-Sequenz Polymorphismus (°C/T) im thrombozytiren Glycoprotein Ibo
Gen als auch der Arg’>’GIn Polymorphismus im Gerinnungsfaktor VII Gen als mogliche
Risikoprédiktoren fiir Friihkomplikationen nach Koronarinterventionen in Betracht kommen.
Dariiber hinaus war der Kozak-Sequenz Polymorphismus des GP Ibol in unserer
Studienpopulation auch ein Risikoprddiktor fiir akute Koronarsyndrome. Die weiteren
untersuchten Kandidatengene erwiesen sich in unserer Studienpopulation als nicht geeignet
zur Risikopridiktion der koronaren Herzerkrankung und fiir Komplikationen nach
Katheterinterventionen.

Die positiven Ergebnisse hinsichtlich der moglichen hereditdren Risikopréddiktoren nach
Koronarinterventionen miissen jedoch als vorldufig betrachtet werden und bediirfen aus den
weiter unten dargelegten Griinden einer Bestidtigung in unabhédngigen Studien. Diese liegen
noch nicht vor. Eine unabhingige Bestitigung der Befunde vorausgesetzt, konnten die
genannten hereditdren Suszeptibilitidtsfaktoren zu einer verbesserten Risikoeinschidtzung nach
Koronarinterventionen herangezogen werden. Im Sinne einer zunehmend individualisierten
Therapie konnten mit diesen Faktoren Patientengruppen identifiziert werden, die einer
intensiveren Uberwachung und Therapie nach Katheterintervention bediirfen. Unsere
Ergebnisse beziiglich des Faktor VII Arg’>’Gln Polymorphismus deuten zudem darauf hin,
dass auf diese Weise auch Patientengruppen identifiziert werden konnten, die eine geringere
Risikoneigung aufweisen und daher moglicherweise einer geringeren Therapieintensitit
bediirfen. Es ist allerdings evident, dass vor der Anwendung dieser Prinzipien in der
klinischen Routine im Sinne einer Evidenz-basierten Medizin und zum Schutz der Patienten
nicht nur zu fordern ist, dass diese Ergebnisse in unabhéngigen Kollektiven repliziert werden,
sondern dass prospektiv in kontrollierten Studien belegt wird, dass dieses individualisierte
Vorgehen auf der Basis hereditirer Suszeptibilitidtsfaktoren zu einer Verbesserung der

Therapie beitrigt.

3.2. Methodische Aspekte genetischer Assoziationsstudien (V1, V3)
Die  zusammenfassend  vorgestellten  Studienergebnisse  zeigen  exemplarisch
Herausforderungen, die sich in Assoziationsstudien zur Untersuchung genetischer Einfliisse

auf komplexe Erkrankungen ergeben konnen.
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Assoziationsstudien bieten fiir die genetische Dissektion komplexer Erkrankungen
praktische Vorteile, denn sie sind insbesondere fiir die Aufdeckung von Risikogenen mit
kleinem bis moderatem relativen Risiko fiir einen komplexen Endpunkt statistisch effizienter
als die Kopplungsanalyse 10" Zudem konnen in der Auswahl der Kandidatengene bereits
bekannte biologische Mechanismen fiir die Erkrankung beriicksichtigt werden. Dennoch
findet sich derzeit eine Vielzahl genetischer Assoziationsstudien mit widerspriichlichen
Ergebnissen.

In einer Metaanalyse von 370 Studien zur Assoziation von insgesamt 36 genetischen
Varianten mit verschiedenen komplexen Endpunkten wurde iliberzeugend nachgewiesen, dass
eine systematische und signifikante Heterogenitidt zwischen den Studienergebnissen bestand
und dass, unabhingig vom untersuchten Endpunkt, die Initialstudie meist eine stirkere
Assoziation der genetischen Variante mit dem Phinotyp nachwies als die nachfolgenden

Studien '™

. Eine Replikation der in genetischen Assoziationsstudien gefundenen Ergebnisse
in mindestens einer weiteren unabhingigen Population, und im Idealfall mit einer
erginzenden Analysestrategie, beispielsweise einer populationsbasierten, wenn die erste
familienbasiert war und vice versa, ist daher zwingend notwendig, bevor klinische

Konsequenzen in Erwédgung gezogen werden.

Tabelle 4. Ursachen diskrepanter Studienergebnisse genetischer Assoziationsstudien

Zufallsfehler Zufallsbefund durch multiples Testen
StudiengrofBle zu gering
Falsche Auswahl der genetischen Variante
Genotypisierungsfehler

Confounding und Bias Phénotyp wird durch verschiedene Allele in unterschiedlichen Genen
beeinflusst (Allelische Heterogenitiit)

Phénotyp kann durch verschiedene pathophysiologische Mechanismen
hervorgerufen werden (Atiologische Heterogenitit)

Unterschiedliche ethnische Zusammensetzung der Studienpopulation in
Multizentrischen Studien

Studienpopulation ~ besteht aus  verschiedenen  Untergruppen  mit
unterschiedlichen Allelfrequenzen (Populationsstratifikation)

Missklassifikation der Erkrankung oder Komplikation

Zugrundeliegende Haplotypen nicht berticksichtigt

Mischung aus inzidenten und priavalenten Fillen
Interaktion und Nicht identifizierte Gen-Gen-Interaktionen
Effektmodifizierung Nicht identifizierte Gen-Umwelt-Interaktionen

Nicht identifizierte Gen-Lifestyle-Interaktionen

Ausgehend von den in Tabelle 4 zusammengefassten Hauptursachen fiir diskrepante

Ergebnisse genetischer Assoziationsstudien lassen sich Qualitédtskriterien definieren, die als
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Leitlinien fiir valides Studiendesign und effiziente Studiendurchfiihrung und Interpretation

. . _ . o 175-177
genetischer Kandiatengen-Assoziationsstudien genutzt werden konnen

. Hierzu gehoren
neben der notwendigen konfirmatorischen Replikation eine Reihe statistischer, biologischer
und epidemiologischer Kriterien.

Der prizisen Definition und Erfassung des untersuchten Phédnotyps und von
Subphédnotypen kommt bei der Untersuchung komplexer Erkrankungen entscheidende
Bedeutung zu, um eine Vermischung &tiologisch unterschiedlicher Erkrankungsgruppen zu
vermeiden und Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Studien zu gewdhrleisten. Bei
der Erfassung miissen systematisch mogliche Confounder als Covariate erfasst werden und
bei Fall-Kontrollstudien muss ein moglichst genaues Matching erfolgen. Wegen der
iiberragenden  Bedeutung einer exakten und standardisierten  phénotypischen
Charakterisierung fiir genetische Studien komplexer Erkrankungen ist kiirzlich das Human
Phenome Project vorgeschlagen worden, eine dem Humangenomprojekt vergleichbare
internationale Initiative zur systematischen Sammlung von Phédnom-Datenbanken und zur
Entwicklung neuer Analysestrategien 178

Zur Vermeidung einer Populationsstratifikation muss bereits die Rekrutierungsstrategie
die ethnische Homogenitdt der Studienpopulationen sicherstellen. Fiir die Priifung auf

179

unerkannte Populationsstratifikation wurden multiallel-basierte Verfahren erfolgreich

angewandt 180,

Der Fallzahl der untersuchten Studienpopulation kommt besondere Bedeutung zu, da sie
hinreichend grof3 sein muss, um mit der gewiinschten statistischen Power die zu erwartenden
kleinen bis mittleren genetischen Effekte auch unter den Bedingungen einer allelischen
Heterogenitit und des multiplen Testens nachweisen zu konnen. Eine kiirzlich vorgestellte
Metaanalyse von 301 publizierten genetischen Assoziationsstudien liber 25 verschiedene
Assoziationen mit komplexen Erkrankungen deutete darauf hin, dass die beschriebene Nicht-
Replikation der in der ersten Studie gefundenen positiven Assoziation oftmals auf falsch-
negative Folgestudien zuriickzufiihren ist, die eine zu geringe Power zur Detektion der
Assoziation aufwiesen. Eine spitere Replikation der Studienergebnisse erwies sich in dieser
Analyse als wahrscheinlich, wenn zwei Studien die Assoziation mit P<0,01 oder eine einzelne

Studie mit P<0,001 nachgewiesen hatten 181

. Wihrend unsere Population von 2000 Patienten
zum Zeitpunkt der Rekrutierung eine der groBten genetischen Assoziationsstudien zur
koronaren Herzerkrankung tiberhaupt darstellte, diirften Studienpopulationen mit mehreren

tausend phénotypisierten Patienten in Zukunft eher zur Regel als zur Ausnahme werden.
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Neben der Beachtung der Regeln der guten epidemiologischen Praxis erfordern
genetische Assoziationsstudien eine nach plausiblen biologischen Prinzipien erfolgende
Auswahl geeigneter Kandidatengene. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung unserer hier
zusammengefassten und bereits publizierten Arbeiten war die Untersuchung eines oder
weniger Einzelnukleotidpolymorphismen in groen Assoziationsstudien Stand der
wissenschaftlichen Technik. Durch die Verbesserung der Genotypisierungstechniken ist heute
die gleichzeitige Untersuchung einer wesentlich groleren Anzahl von Polymorphismen in
grolBen Populationen moglich geworden.

Innerhalb einzelner Gene scheint das beobachtete Kopplungsungleichgewicht von
polymorphen Markern ausgeprigte Unterschiede — aufzuweisen. Dies erschwert die
Vorhersage, ob ein ausgewihltes Panel an polymorphen Markern die genetische Variabilitit

. . . . . 182
innerhalb eines Genes ausreichend widerspiegelt

. Es ist daher wiinschenswert, die gesamte
genetische Variabilitit eines Kandidatengens zum Beispiel durch direkte Sequenzierung zu
untersuchen.

Solange dies wegen technischer oder finanzieller Begrenzungen nicht moglich ist,
kommt der Auswahl der zu untersuchenden Polymorphismen fiir die Studienqualitét
entscheidende Bedeutung zu, zumal die Sequenzvariabilitéit in den bisher untersuchten Genen
sich als sehr hoch erwiesen hat. Fiir die europidische Population ist fiir die exonischen
Genbereiche sowie fiir die 5’- und 3’-angrenzenden Bereiche mit ca. einem Polymorphismus

183-185
pro 2.300 Basenpaaren zu rechnen

. Fiir die Auswahl einzelner Polymorphismen sind
bereits Strategien zur Priorisierung vorgeschlagen worden, die auf der Einteilung der
Polymorphismen nach ihrer Lokalisation, dem Typ des Polymorphismus und dessen
Populationsfrequenz beruhen und dessen potentielle Auswirkungen auf das Protein und die
Genexpression beriicksichtigen ' 176

Dies ist fiir genetische Assoziationsstudien bedeutsam, da es zunehmend Hinweise gibt,
dass die Untersuchung genomischer Haplotypen, verglichen mit der Analyse einzelner
Polymorphismen, bestehende Assoziationen effizienter nachweist und dass Haplotyp-basierte
Assoziationsstudien moglicherweise weniger hiufig zu zufilligen und teilweise
widerspriichlichen Studienergebnissen fiihren konnten 8. 186. 187 " Auch eigene, noch vorliufige
Daten deuten darauf hin, dass die Analyse von Haplotypen des thrombozytédren Glycoproteins
Ibo, die neben der beschriebenen Kozak-Sequenz-Variante auch andere funktionelle

Polymorphismen des Gens einschlieBen, zu einer verbesserten Risikopradiktion koronarer

Ereignisse im Vergleich zur Analyse der Einzelvarianten fiihren konnte.
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3.3. Ausblick

Untersuchungen  zur  genomischen  Variabilitdt und  zur  Verteilung  des
Kopplungsungleichgewichts haben gezeigt, dass Teile des menschlichen Genoms eine
Haplotyp-Blockstruktur aufzuweisen scheinen, die es erlaubt, das Genom in diskrete
chromosomale Sequenzbereiche unterschiedlicher Linge aufzuteilen, innerhalb derer es nur
eine geringe Anzahl verschiedener Haplotypen gibt. Diese Haplotypblocke stellen
Sequenzbereiche mit nur geringer Rekombination dar und scheinen nach gegenwirtigem

. . p . 188-193
Kenntnisstand populationsspezifisch zu sein ’

. Eine Analyse des gesamten Chromosoms
21 zeigte, dass die durchschnittliche Linge eines Haplotypblocks 7,8 kb betridgt (der grofte
Block umfasste 115 kb), und dass 80% der gesamten genomischen Variabilitdt des humanen
Chromosoms 21 durch die Genotypisierung von nur 3 SNPs pro Haplotypblock definiert
werden konnte '*°.

Bisher ist die Organisation des menschlichen Genoms in dieser Blockstruktur fiir die

1'* sowie die gesamten Chromosomen 21 0 und 22 % belegt.

Chromosomenregion 5q3
Sollte sie sich fiir das humane Genom insgesamt bestitigen, konnte sich fiir die
Identifizierung von Erkrankungsgenen fiir komplexe Erkrankungen durch genetische
Assoziationsstudien die Moglichkeit des haplotype tagging ergeben: die Detektion hiufiger
genetischer Varianten, die bei komplexen Erkrankungen beteiligt sind, durch die
Genotypisierung von relativ wenigen, einen definierten Haplotyp ,,anzeigender SNPs 196 Als
eine wichtige Voraussetzung hierfiir wird neben der systematischen Sammlung von
Polymorphismen in 6ffentlich zugénglichen Datenbanken, die z.B. durch das 7SC (The SNP

197

Consortium) ~ erfolgt, die genomweite Kartierung hdufiger Haplotypblocke im sogenannten

HapMap-Projekt derzeit von den Amerikanischen National Institutes of Health mit sehr hohen

Betrigen gefordert 198

. Wihrend seltene Haplotypen durch das HapMap-Projekt nicht kartiert
werden diirften, konnte der Anteil komplexer Erkrankungen, der durch hiufige Allele
verursacht wird, einem haplotype tagging zuginglich sein, und damit ein genomweites
Mapping von Erkrankungsgenen fiir komplexe Erkrankungen mit vertretbarem
Genotypisierungsaufwand erleichtern ',

Die Fortschritte der letzten Jahre sowie die rasch fortschreitende Entwicklung auf dem
Gebiet molekular-epidemiologischer und genomischer Forschung ldsst es fiir die Zukunft
moglich erscheinen, dass die Abschitzung des individuellen Erkrankungs- und
Komplikationsrisikos unter Einbeziehung genetischer Suszeptibilitidtsfaktoren passgenauer
erfolgen kann. Dies wire ein weiterer wichtiger Schritt zu einer Patienten-individualisierten,

praventionsorientierten Medizin.
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4. Zusammenfassung

Die systematische Untersuchung genetischer Priddispositionsfaktoren fiir kardiovaskulédre
Erkrankungen und ihrer Komplikationen hat sich zu einem besonders intensiv bearbeiteten
Forschungsfeld im Bereich der Pharmakogenomik entwickelt. Im Rahmen der hier
zusammengefassten eigenen Untersuchungen wurden Polymorphismen in Kandidatengenen
des Gerinnungssystems (thrombozytdre Glycoproteine Ibo, Ia/Ila, Gerinnungsfaktor VII)
sowie des Homozysteinstoffwechsels (MTHFR, Interaktion mit der endothelialen NO-
Synthase) in ihrer Assoziation zur koronaren Herzerkrankung und deren Komplikationen
untersucht.

Die Ergebnisse der hier zusammengefassten eigenen Assoziationsstudien deuten darauf hin,
dass sowohl der Kozak-Sequenz Polymorphismus (°C/T) im thrombozytiren Glycoprotein
Ibo Gen als auch der Arg*Gln Polymorphismus im Gerinnungsfaktor VII Gen als mogliche
Risikoprédiktoren fiir Friihkomplikationen nach Koronarinterventionen in Betracht kommen.
Triger der —-5C-Variante in der Kozak-Sequenz des thrombozytidren Glycoproteins Ibo hatten
ein 3,75-fach erhohtes Risiko (95% Vertrauensintervall 1,15-12,27; P=0,013), nach PTCA
Friihkomplikationen innerhalb der ersten 30 Tage zu erleiden. Dariiber hinaus war der Kozak-
Sequenz Polymorphismus des GP Iba in unserer Studienpopulation auch ein Risikopréadiktor
fiir akute Koronarsyndrome (relatives Risiko 1,43; 95% Vertrauensintervall 1,05-1,95;
P=0,02). Triger des *>GIn-Variante des Gerinnungsfaktor VII Gens hatten, verglichen mit

homozygoten Tridgern der

Arg-Variante, eine Risikoreduktion von 68% (95%
Vertrauensintervall 9%-81%) beziiglich der kombinierten Endpunkts der Komplikationen
innerhalb von 30 Tagen nach Koronarintervention. Ein weiterer interessanter Befund waren
die ausgeprigten Geschlechtsunterschiede beziiglich des Risikos fiir akute Koronarsyndrome
in Abhingigkeit vom CA-Repeat Polymorphismus im Intron 13 des endothelialen NO-
Synthasegens (eNOS) bei Patienten mit Hyperhomozysteindmie. Hier zeigte sich, dass Frauen
mit steigender Anzahl der CA-Repeats ein signifikantes und ansteigendes Exzess-Risiko fiir
akute Koronarsyndrome hatten. Die anderen untersuchten Kandidatengene erwiesen sich in
unserer Studienpopulation als nicht geeignet zur Risikopriddiktion von Kkoronarer
Herzerkrankung und Komplikationen nach Katheterinterventionen.

Die zusammenfassend vorgestellten Studienergebnisse zeigen exemplarisch auch methodische
Herausforderungen fiir Assoziationsstudien zur Untersuchung genetischer Einfliisse auf
komplexe Erkrankungen wie die koronare Herzerkrankung. Eine Bestitigung dieser

Ergebnisse in unabhingigen Populationen ist daher notwendig. Wenn sich die Befunde

bestdtigen, konnten diese hereditdren Suszeptibilitidtsfaktoren zu einer verbesserten
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Risikoeinschidtzung nach Koronarinterventionen herangezogen werden. Im Sinne einer
zunehmend individualisierten Therapie konnten sie zu einer Identifizierung von
Patientengruppen beitragen, die einer intensiveren Uberwachung und Therapie, z.B. nach

Katheterintervention, bediirfen.
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Abkiirzungen

KHK Koronare Herzerkrankung

MTHFR Methylentetrahydrofolatreduktase

CBS Cystathion-[3-Synthetase

MS Methionin-Synthase

eNOS endotheliale NO-Synthase

TF Tissue Factor

GP Glycoprotein

PTCA Perkutane transluminale Koronarangioplastie
DCA Direktionale koronare Atherektomie
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