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Arbeitshypothese und Fragestellung 4

0 Arbeitshypothese und Fragestellung

FUr die Entstehung atherosklerotischer Erkrankungen wie der KHK sind zahlreiche
Risikofaktoren bereits seit langem bekannt und entsprechend gut untersucht. Dies
sind vor allem zunehmendes Alter, mannliches Geschlecht, arterieller Hypertonus,
Diabetes mellitus, Rauchen sowie Hyperlipoproteinamien. Bei dem vorliegenden
Patientenkollektiv handelt es sich um eine Hochrisikogruppe in Bezug auf die
Entwicklung kardiovaskularer  Erkrankungen, da sie  allesamt eine
Hyperlipoproteinamie als etablierten Risikofaktor der KHK aufweisen. Die Patienten
zeigen dabei unterschiedliche Storungen des Fettstoffwechsels. Zum einen kommen
reine Hypercholesterinamien oder reine Hypertriglyceridamien vor zum anderen
gemischte Hyperlipidamien mit Erhéhungen sowohl des Cholesterins als auch der
Triglyceride. Einige Patienten weisen zusatzlich oder isoliert eine Erhohung des

Lipoprotein (a) auf.

Eine KHK entwickelt sich jedoch nur bei einem Teil der Patienten. Auch unter
Berilcksichtigung der Ubrigen etablierten Risikofaktoren lasst sich dies nicht

hinreichend erklaren und es stellt sich die Frage nach weiteren Ursachen der KHK.

In diesem Kontext werden insbesondere genetische Pradispositionen diskutiert. In
der Literatur finden sich verschiedene Kandidatengene, fiir die ein Zusammenhang
mit einer Veranderung des Lipidprofils und der Entstehung einer KHK beschrieben
wird. Solche Kandidatengene sind Bestandteil dieser Arbeit. Konkret sind dies
Polymorphismen in den Genen von Apolipoprotein E, Apolipoprotein A5,
Lipoproteinlipase, Hepatische Lipase, PPARa, PPARy, ABCA1 und CETP. Ob die
genannten Gene einen Einfluss auf die Atherosklerose lediglich tiber die veranderten
Lipidwerte ausuben oder sie daruber hinaus eigenstandige Risiko- oder auch

Schutzfaktoren darstellen, ist bislang unklar.

Es geht in dieser Arbeit darum, die Frage zu klaren, ob und inwieweit die
untersuchten Genvarianten einen Beitrag zur klinischen Abschatzung des KHK-
Risikos leisten kdnnen. Mussen sie kunftig in Scoring-Systemen zur koronaren

Risikobewertung berucksichtigt werden oder sind hierbei die Lipidwerte ausreichend?
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1 Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Unter dem Begriff der koronaren Herzerkrankung (KHK) werden alle morphologisch
oder funktionell stenosierenden Erkrankungen der Koronargefalle subsumiert.
Unterschiedlich in ihrer Atiologie weisen sie jedoch pathophysiologisch die
Koronarinsuffzienz als gemeinsame Endstrecke auf. Die Koronarinsuffizienz
beschreibt das Missverhaltnis zwischen myokardialem Sauerstoffangebot einerseits
und Sauerstoffbedarf andererseits. In GUber 90 Prozent der Falle liegt der KHK eine

Atherosklerose der gro3en extramuralen Koronararterien zugrunde.

Die KHK st eine der haufigsten Erkrankungen in den hoch entwickelten
Industrienationen und haufigste Ursache des Myokardinfarktes. In etwa einem Drittel
aller Falle ist der Myokardinfarkt klinische Erstmanifestation einer KHK. Nach
Angaben des Statistischen Bundesamtes litten im Jahr 1992 (alte Bundeslander)
135.000 Patienten an einer KHK, etwa 70.000 Patienten erlitten einen Myokardinfarkt
[1]. Das Risiko, im Laufe seines Lebens eine KHK zu entwickeln, betragt fur einen
vierzigjahrigen Mann knapp 50 Prozent, fur eine vierzigjahrige Frau gut 30 Prozent
[2]. In den USA gehen etwa ein Drittel aller Todesfalle der Menschen Uber 35 Jahre
auf diese Erkrankung zurlick [3], mit 22 Prozent reprasentiert die koronare

Herzerkrankung die weltweit haufigste Todesursache [1].

Aus diesen Angaben wird ersichtlich, dass die atherosklerotischen Erkrankungen
eine zentrale Stellung wissenschaftlichen Interesses einnehmen. Unter den
atherosklerotischen kardiovaskularen Erkrankungen nimmt die KHK eine
dominierende Position ein und weist bei mannlichen Patienten unter 65 Jahren eine
hohere Inzidenz (12 auf 1000) auf als alle anderen atherosklerotischen
Erkrankungen fur diese Patientengruppe zusammen (7 auf 1000) [2].

Aufgrund der enormen Bedeutung der KHK im klinischen Alltag ist die Kenntnis der

Symptomatik unabdingbar:

Das Leitsymptom der KHK ist die Angina pectoris mit plotzlich einsetzenden,
Sekunden bis Minuten andauernden Schmerzen im Brustkorb, die meist retrosternal

gelegen sind. Der Schmerz wird von den Patienten meist als dumpf und
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einschnurend beschrieben. Charakteristische Lokalisationen der Ausstrahlung des
Angina-Schmerzes sind die Arme, links haufiger als rechts und meist ulnarseitig,
Hals und Unterkiefer, sowie Riicken und Epigastrium. Differentialdiagnostisch kommt
bei retrosternalen Schmerzen, sowie Schmerzen im Oberbauch vor allem der
gastroosophageale Reflux in Betracht. Die englische Bezeichnung heart burn fur

das Sodbrennen bringt dies gut zum Ausdruck.

Klinisch gilt zu unterscheiden zwischen den Verlaufsformen der Angina als stabile
Angina pectoris oder als instabile Angina pectoris. Wahrend bei der stabilen Angina
die Beschwerden nur bei Belastung auftreten und in ihrem Ausmalf’ und ihrer Qualitat
relativ. konstant bleiben, bezeichnet man neu auftretende, sich andernde,
zunehmende sowie bereits in Ruhe auftretende Schmerzen als instabile Angina. Die
instabile Angina und der Non-Q-Wave-Myokardinfarkt werden zusammen als akutes
Koronarsyndrom  bezeichnet. Aufgrund der Gefahr eines transmuralen
Myokardinfarktes ist hier unverzligliche Behandlung in der Klinik angezeigt.
Wenngleich der Brustschmerz das Kardinalsymptom der Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom darstellt, so finden sich in bis zu 33 Prozent der Falle atypische
Symptome wie alleinige Dyspnoe, Ubelkeit mit und ohne Erbrechen, Palpitationen
oder Synkopen. Fur diese Patienten, die einen ersten Myokardinfarkt ohne
Brustschmerz erleiden, ergibt sich eine ungunstige Prognose:

Die Mortalitéat in den ersten 30 Tagen nach dem Infarktereignis liegt hier bei 49
Prozent gegenuber 18 Prozent bei Patienten mit klassischem Brustschmerz, nach

einem Jahr bei 61 Prozent gegenuber 26 Prozent [4].

1.2 Pathogenese der Atherosklerose

Die Bezeichnung Atherosklerose kommt aus dem Griechischen und bezieht sich
einerseits auf die Verdickung der arteriellen Intima (Sklerosis) und andererseits auf
die Akkumulation von Fetten (Athere).

Die Entwicklung der Atherosklerose vollzieht sich beim Menschen uber einen
Zeitraum von Jahren bis Jahrzehnten. Klinisch manifestiert sie sich bei Befall der
Koronarien als Angina pectoris bis hin zum Myokardinfarkt, bei Befall der
hirnversorgenden Gefalie als transitorisch ischamische Attacke bis hin zum Apoplex,

bei Befall der peripheren Gefalde als Claudicatio intermittens bis hin zur Gangran und
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bei Befall des Splanchnikusgebietes als Angina abdominalis bis hin zum
Mesenterialinfarkt. Diese klinischen Zusammenhange sind bekannt. In Studien wird
die Atherosklerose als Hauptursache von Myokardinfarkt, Schlaganfall und Gangran

an den Extremitaten angeflhrt [5].

An der Pathogenese der Atherosklerose sind viele Faktoren beteiligt. Zu diesen
gehoren Stdérungen des Fettstoffwechsels, das Rauchen, Dysfunktionen des
Endothels, inflammatorische und immunologische Ereignisse sowie Rupturen von
Plaques. Stufen der Entwicklung sind die initiale Lasion, die streifige
Intimaverfettung (fatty streak), das Atherom, das Fibroatherom und schliellich
die komplizierte oder komplexe Lasion.

Die initiale Lasion kann bereits bei Kleinkindern und Kindern gefunden werden. Sie
ist chemisch und mikroskopisch nachweisbar und umfasst Lipidablagerungen und
damit assoziierte Zellreaktionen in der Intima. Histologisch zeigt die Intima nur
geringe Veranderungen mit Ansammlung weniger Makrophagen. Aus der initialen
Lasion entwickelt sich die streifige Intimaverfettung (fatty streak), die ebenfalls
haufig schon in der Kindheit auftritt und bereits makroskopisch erkennbar ist. In einer
Autopsie-Studie wurden 2876 Manner und Frauen im Alter von 15 bis 34 Jahren
untersucht und sie alle wiesen bereits fatty streaks der Aorta auf [6].

Fortgeschrittene Lasionen hingegen treten mit erhohter Haufigkeit erst mit
zunehmendem Alter auf [7,8]. In einer weiteren Studie zeigten sich fortgeschrittene
Atherome (Grad 4 oder 5 gemal der American Heart Association) bei 2 bzw. 0
Prozent der Manner und Frauen im Alter von 15 bis 19 Jahren und bei 20 bzw. 8

Prozent der Manner und Frauen im Alter von 30 bis 34 Jahren [9].

Zur Pathogenese der Atherosklerose gibt es unterschiedliche Theorien, die die
Bedeutung der einzelnen beteiligten Faktoren verschieden bewerten. Eine

Zusammenfassung dieser Theorien liefert die reaction to injury hypothesis: [10]

Hierbei steht die endotheliale Dysfunktion am Beginn des Prozesses. Diese kann
verursacht sein durch schadigende Einflisse wie den arteriellen Hypertonus, Nikotin,
hamodynamische Faktoren oder Hyperlipoproteinamien. Die Stérung der
Endothelfunktion ermdglicht einen Einstrom von Lipoproteinen in die Intima der
Arterie. Vor allem die cholesterinreichen Low-density-Lipoproteine (LDL) treten hier

in Erscheinung und werden beim Durchtritt durch das Endothel oxidiert. Die LDL sind
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in der Lage, an Bestandteile der extrazellularen Matrix zu binden und dadurch ihre
Aufenthaltszeit in der Arterienwand zu verlangern. So kommt es zur fokalen
Akkumulation der Lipoproteine.

Der nachste Schritt ist die Ansammlung von Makrophagen, die via
rezeptorvermittelter Endozytose Lipoproteinpartikel aufnehmen und Uber mehrere
Schritte Cholesterin in Vakuolen des Zytoplasmas ablagern. Es entstehen die
sogenannten lipidbeladenen Schaumzellen. Zunachst sammeln sich die
Schaumzellen in kleinen Gruppen in der Intima an und stellen so die frihen
Fettstreifen — fatty streaks — dar. Durch die Vermehrung von Schaumzellen wachst
die atherosklerotische Plaque, wodurch Endothel und Intima zusatzlich mechanisch
geschadigt werden koénnen. Diese Schaden beginstigen die Adhasion von
Thrombozyten. Sowohl die Thrombozyten als auch die Makrophagen und
Endothelzellen bilden nun Wachstumsfaktoren, die ortsstandige glatte Muskelzellen
aktivieren, so dass diese in den Mitosezyklus eintreten und proliferieren. Die
Proliferation glatter Muskelzellen kennzeichnet das Atherom. Die Muskelzellen
sezernieren Kollagen, Proteoglykane und elastische Fasern und bewirken so eine
Fibrosierung der atherosklerotischen Plaque. Die Akkumulation fibrosen Gewebes ist
nun typisch fir die fortgeschrittene atherosklerotische Veranderung im Vergleich zur
Akkumulation lipidhaltiger Makrophagen, die typisch fir die fatty streaks ist. Im
Rahmen der Apoptose kommt es zum Absterben mancher Schaumzellen. lhr Zelltod
fuhrt zur Formierung eines lipidreichen nekrotischen Kerns in der Lasion.

Diese atheromatdse Nekrose sowie eine lumenseitige, kollagenreiche, fibrése Kappe
sind charakteristisch fir eine komplizierte oder komplexe Lasion. Zusatzlich kdnnen
diese Lasionen im Laufe der Zeit kalzifizieren, d.h. dass hier Lipide durch

Kalziumapatitkristalle ersetzt werden.

Eine umschriebene Entziindung der Atheromkappe in der komplexen Lasion flhrt
letztendlich zur Plaqueruptur und zur Ausbildung eines Abscheidungsthrombus. Ein
solcher Thrombus kann hierbei weiter verschleppt werden und so thrombembolisch

zu Organinfarkten, allen voran dem Myokardinfarkt fihren.

Die Atherosklerose verlauft solange asymptomatisch bis der Plaque eine
Stenosierung des Gefalles von 70 bis 80 Prozent Uberschreitet und so eine kritische
Reduktion des Blutflusses verursacht. Derartig ausgedehnte Lasionen kdnnen

typische Symptome wie z.B. Angina pectoris-Beschwerden ausldsen.
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Das akute Koronarsyndrom und cerebrovaskulare Syndrome hingegen sind
typischerweise zurlickzufihren auf Rupturen von Plaques, die mit einer Stenosierung
von weniger als 50 Prozent einhergingen [11,12,13].

Plaquerupturen kénnen auch klinisch stumm verlaufen, allerdings fuhren wiederholte
Plaquerupturen mit anschlieBender Wundheilung zu einer Progression der
Atherosklerose mit einer GroRenzunahme der Lasion und einer Zunahme der
Gefalobstruktion [14].

1.3 Risikofaktoren der koronaren Herzerkrankung

Die Atherosklerose ist fir nahezu alle Falle von koronarer Herzerkrankung
verantwortlich, seltene Ursachen der KHK sind dagegen Koronarspasmen
(Prinzmetal-Angina), primare oder systemische Vaskulitiden, verschleppte Embolien
oder Dissektionen der Arterienwandung. Es ist wichtig, die Atheroskleroseentstehung
als komplexen multifaktoriellen Prozess zu begreifen. Eine Vielzahl an Faktoren
weist eine Erhéhung des Risikos fur die Entwicklung atherosklerotischer Plaques auf.
Die Kenntnis dieser Risikofaktoren und deren Beeinflussbarkeit sind fur die

Pravention der KHK von entscheidender Bedeutung.

Bei der Beschreibung der Risikofaktoren ist eine Unterteilung in klassische und
neuere Risikofaktoren moglich. Hier werden zunachst die klassischen genannt und
beschrieben, deren Zusammenhang mit der KHK gut untersucht ist sowohl
hinsichtlich der Verifizierung als atherogener Risikofaktor als auch in Bezug auf das
Ausmal ihrer atherogenen Wirkung. Klassische, etablierte Risikofaktoren sind der
arterielle Hypertonus, Diabetes mellitus, Dyslipidamien, Rauchen, Adipositas, eine
positive Familienanamnese sowie Alter und mannliches Geschlecht. Neuere
Risikofaktoren sind Marker flir Hamostase und Entzindung, Homocystein-

Erhéhungen sowie Infektionen mit bestimmten Mikroorganismen.

Die Voranstellung der klassischen Faktoren und die Reihenfolge ihrer Erwahnung
konnen jedoch nicht ihre Gewichtung fir den individuellen Fall widerspiegeln.
Dennoch erscheint es sinnvoll, ,Volkskrankheiten“ wie das Rauchen oder den Faktor
Alter, der zwangslaufig jeden betrifft, vor den neueren Faktoren zu besprechen,
wenngleich auch unter diesen Einflisse mit sehr hoher Pravalenz, wie die

Adipositas, vorkommen.
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1.3.1 Alter und Geschlecht
Fir die KHK gilt eine lineare Altersabhangigkeit, bei Mannern ab dem 30.

Lebensjahr, bei Frauen ab der Menopause. Bei Mannern ist das KHK-Risiko vor dem
60. Lebensjahr doppelt so hoch wie fir Frauen, danach gleichen sich Morbiditat und
Mortalitat in etwa an. Aullerdem treten die anderen Risikofaktoren in Abhangigkeit
von Geschlecht und Alter des Betroffenen mit unterschiedlicher Gewichtung auf. So
haben z.B. Diabetes mellitus und erniedrigtes HDL-Cholesterin einen starkeren
negativen Effekt bei Frauen als bei Mannern [15,16]. Ein isolierter systolischer
Hypertonus hingegen stellt einen bedeutsamen Risikofaktor in jeder Altersgruppe
und unabhangig vom Geschlecht dar [17]. Hinsichtlich des Rauchens ist die

Studienlage widersprichlich in Bezug auf die geschlechtsspezifische Wirkung.

1.3.2 Familiare Belastung
Eine positive Familienanamnese flir KHK ist ein unabhangiger Risikofaktor,

insbesondere flur jungere Personen mit familiarer Vorbelastung hinsichtlich
frihzeitiger Koronarerkrankung, d.h. KHK vor dem 55. Lebensjahr bei Mannern bzw.

vor dem 65. Lebensjahr bei Frauen [18].

1.3.3 Arterielle Hypertonie
Ein Bluthochdruck besteht bei einem systolischen Wert von tUber 140mmHg bzw.

einem diastolischen Wert von Uber 90mmHg. Bei Werten von uber 180mmHg
systolisch bzw. 110mmHg diastolisch spricht man von einer schweren Hypertonie
(Stadium 3 der WHO-Klassifikation).

Der Hypertonus ist ein gut untersuchter Risikofaktor flir kardiovaskulare Ereignisse
inklusive der KHK und dem Apoplex [19,20]. Neuere Untersuchungen beschaftigen
sich damit, das Gewicht der jeweils den Bluthochdruck charakterisierenden
Komponenten zu beschreiben. Diese Komponenten sind der isolierte systolische
Bluthochdruck, der isolierte diastolische Bluthochdruck, kombinierter diastolischer
und systolischer Bluthochdruck sowie die Amplitude d.h. die Differenz zwischen
systolischem und diastolischem Blutdruck.

Der systolische Bluthochdruck ist mindestens ein genauso starker koronarer
Risikofaktor wie der diastolische Bluthochdruck [21]. Der isolierte systolische

Hypertonus ist mittlerweile anerkannt als bedeutende Gefahr fir die KHK [22].
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Ebenfalls gibt es Hinweise dafur, dass der Pulsdruck, bestimmt vor allem durch eine

sehr steife Arterienwand, das Risiko beeinflusst.

1.3.4 Diabetes mellitus
Der Diabetes mellitus ist ein wichtiger Risikofaktor der KHK. In einer Studie [23]

wurden Patienten mit akutem Myokardinfarkt und zuvor nicht diagnostiziertem
Diabetes mellitus untersucht. Es wurden orale Glukosetoleranztests bei Entlassung
und drei Monate nach Entlassung durchgefihrt. Hierbei zeigte sich bei 35 bzw. 40
Prozent eine pathologische Glukosetoleranz, bei 25 bzw. 31 Prozent ein zuvor nicht
bekannter Diabetes mellitus.

Etwa zwei Drittel aller Diabetiker versterben durch kardiale Ereignisse [24]. Diabetes
mellitus ist einerseits ein unabhangiger Risikofaktor insbesondere bei Frauen
[15,16,25], zum anderen weisen Diabetiker im Vergleich zu Nicht-Diabetikern eine
hdéhere Last an weiteren atherosklerotischen Risikofaktoren auf wie Hypertonie,
Adipositas, eine erhdohte Gesamtcholesterin/HDL-Cholesterin-Ratio und erhdhtes
Plasmafibrinogen. Durch das Vorhandensein und die unterschiedliche Auspragung

dieser zusatzlichen Faktoren schwankt das KHK-Risiko bei Diabetikern erheblich.

1.3.5 Rauchen
Ein sehr weit verbreiteter karzinogener und kardiovaskularer Risikofaktor mit einer

Pravalenz von etwa 30 Prozent in Industrieldandern bezogen auf die
Gesamtpopulation ist das Rauchen.

Bezogen auf das Risiko eines Myokardinfarktes zeigten Studien eine starkere
Zunahme des relativen Risikos bei rauchenden Frauen im Vergleich zu rauchenden
Mannern [26,27]. Verglichen mit einem Nichtraucher zeigte in einer Studie die
Inzidenz des Myokardinfarktes bei Frauen, die 20 Zigaretten und mehr pro Tag
rauchen, eine sechsfache, bei Mannern mit entsprechendem Zigarettenkonsum eine
dreifache Erhdhung [26]. Das KHK-Risiko nimmt mit steigendem Zigarettenkonsum
sowohl bei Mannern als auch bei Frauen zu. Allerdings handelt es sich beim
Rauchen um einen potentiell reversiblen Faktor, was zu einer hohen Motivation
fuhren sollte, das Rauchen aufzugeben.

So konnte gezeigt werden, dass das Risiko eines Myokardinfarktes fur Frauen, die
mit dem Rauchen aufgehort hatten, binnen 3 bis 4 Jahren wieder auf das Niveau

einer Nichtraucherin sank. Dies war zudem unabhangig sowohl von der Menge des
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vorangegangenen Zigarettenkonsums als auch von der Dauer des Nikotinabusus
[28]. Ebenfalls konnte in Studien ein derartiger Effekt fir Manner nachgewiesen
werden. Auch hier konnten Ex-Raucher nach einem Zeitraum von mindestens 2
Jahren bereits ein nur noch geringfligig wenn uUberhaupt erhdhtes Infarktrisiko
erreichen, verglichen mit Mannern, die nie geraucht hatten [29].

Zuruckhaltender muss hingegen die Gesamtmortalitdt von Ex-Rauchern beurteilt
werden. Das Sterblichkeitsrisiko ist flir ehemalige Raucherinnen erst nach Uber 16
Jahren wieder auf dem Nichtraucherinnen-Niveau [30] und blieb bei Mannern selbst
15 Jahre nach Aufgabe des Rauchens erhoht [31].

1.3.6 Dyslipidamie

Im Bereich der Fettstoffwechselstorungen ist nicht nur eine Erhéhung des
Gesamtcholesterins mit erhohtem KHK-Risiko assoziiert, sondern insbesondere
folgende Parameter:

¢ erhohtes LDL-Cholesterin

¢ erniedrigtes HDL-Cholesterin

¢ erhdohte Gesamtcholesterin/HDL-Cholesterin-Ratio

¢ erhohtes Non-HDL-Cholesterin

¢ erhodhtes Apolipoprotein B und erniedrigtes Apolipoprotein A-l [32]

¢ erhohte Triglyceride [33]

¢ erhohtes Lipoprotein(a)

Als Beleg fur die pathogenetische Bedeutsamkeit des Serumcholesterins im
Zusammenhang mit der KHK sind Studien anzuflihren, die zeigen konnten, dass eine
Senkung des Gesamt- und des LDL-Cholesterins zur Primarpravention eine

Reduktion koronarer Ereignisse sowie der Mortalitat bewirkte [34,35,36].

Lipoprotein(a)
Das Lipoprotein (a) ist eine modifizierte Form des LDL, die erstmals 1963 von

K.Berg beschrieben wurde. Im Lp(a) ist als Apolipoprotein das Apo(a) enthalten, das
hier Uber eine Disulfidbricke kovalent mit einem Apo B-100 verknupft ist [37].

Synthetisiert wird das Lp(a) fast ausschliellich in der Leber.
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Das Apo(a) ist kein Apolipoprotein im eigentlichen Sinne, sondern eine Protease des
fibrinolytischen Blutgerinnungssystems. Da das Apo(a) strukturelle Ahnlichkeit mit
dem Plasminogen aufweist, kann es dieses kompetitiv vom Plasminogen-Rezeptor
verdrangen und dadurch die fibrinolytische Aktivitdt senken [37,38]. Das Lp(a) ist
aullerdem in der Lage, im Endothel der Gefallwand an Fibrin und Proteoglykane zu
binden. Daraufhin kommt es ebenfalls rezeptorvermittelt zur Aufnahme des Lp(a) in

Makrophagen und anschlieRend zu deren Transformation zu Schaumzellen [39].

Das Lp(a) wandert in der Elektrophorese den B-Globulinen voraus und wird deshalb
als pra-B-1-Lipoprotein klassifiziert. Die Hohe des Serum-Lp(a) ist weitgehend
genetisch determiniert und insofern sehr konstant. Die interindividuelle Variabilitat
des Lp(a)-Spiegels erklart sich vor allem durch Unterschiede im Apo(a)-Gen. Das
Apo(a)-Gen weist eine hohe Anzahl genetischer Polymorphismen auf, wobei eine
umgekehrte Beziehung zwischen der GrolRe der jeweiligen Apo(a)-Isoform und der
Konzentration des Lp(a) besteht [40,41].

Das Lp(a) ist im Zusammenhang mit der KHK interessant, da es einerseits direkt
atherogen wirkt Uber die Foérderung der Schaumzellbildung und andererseits die
bereits erwahnte thrombogene Wirkung entfalten kann Uber die Hemmung
fibrinolytischer Vorgange, so dass es die Bildung von Thromben in

atherosklerotischen Lasionen fordert.

Zahlreiche Studien lieferten zunachst widersprichliche Daten, ob das Lp(a) einen
unabhangigen Risikofaktor fur die KHK darstellt oder nicht. Jedoch hat es sich
mittlerweile durchgesetzt, das Lp(a) als einen solchen Risikofaktor anzuerkennen
[42,43,44]. Insbesondere gilt dies fir Patienten mit normalen bis leicht erhdhten
Gesamtcholesterin-Werten und bestehender Hypoalphalipoproteinamie, d.h.
erniedrigtem HDL-Cholesterin [45]. Als wichtige Studie ist aul3erdem die PROCAM-
Studie anzufihren, in der 788 Manner im Alter zwischen 35 und 65 Jahren Uber
einen Zeitraum von 10 Jahren beobachtet wurden. Hierbei fand sich bei einer
Erhéhung des Lp(a) Uber 20 mg/dl eine VergrolRerung des kardialen Risikos, eines
todlichen oder nicht tddlichen Myokardinfarktes, um mehr als das Doppelte. Am
starksten ausgepragt war der Risikozuwachs bei Patienten mit drastischen Lp(a)-
Erhéhungen Uber 150 mg/dl, bei Patienten mit einem HDL-Cholesterin von unter 35

mg/dl, sowie bei Patienten mit gleichzeitig bestehendem Hypertonus [46].
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Das Lp (a) selbst ist therapeutisch nur schwierig zu beeinflussen. Daher findet es
klinisch vor allem Anwendung als Kriterium fir die Therapiebedurftigkeit erhdhter
LDL-Spiegel und bei der Festlegung des LDL-Zielwertes. So ist z.B. im Falle eines
erhodhten Lp(a) und Vorhandensein von mindestens einem weiteren KHK-Risikofaktor
(mittlere Risikokategorie gemaly den ATP IlI-Guidelines) unbedingt der LDL-Zielwert
von < 130 mg/dl anzustreben. Falls eine solche Senkung nicht erreichbar ist, kann
eine spezifische Therapie zur Senkung des Lp(a) in Erwagung gezogen werden.
Hierzu eignen sich allerdings weder diatetische Mallnahmen noch herkdmmliche
Lipidsenker wie Statine oder gallensaurebindende Anionenaustauscher. In Frage
kommt hier die LDL-Apherese, bei der LDL und Lp(a) gleichermalRen aus dem Blut
gefiltert werden. Behandlungskonzepte mit Ostrogenen [47] sowie der Einsatz von

Nikotinsaure und Neomycin [48] finden in der Praxis kaum Einsatz.

1.3.7 Adipositas
Adipositas tritt zumeist in Verbindung mit anderen Risikofaktoren wie Diabetes

mellitus, arteriellem Hypertonus und Hypercholesterinamie z.B. als metabolisches
Syndrom auf. Aber auch die Adipositas allein stellt bereits einen Risikofaktor dar.
Grole epidemiologische Studien haben einen Zusammenhang zwischen steigendem
body mass index (BMI) und dem KHK-Risiko aufgedeckt [49].

Eine Vielzahl weiterer neuer Risikofaktoren fur die Atherosklerose ist Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussionen. Zu den wichtigsten gehdéren Marker fir Hamostase

und Entziindung, Homocystein-Erhéhungen und Infektionen mit Chlamydien.

1.3.8 Marker fiir Himostase und Entziindung
Hier sind als Risiken vor allem Abweichungen hamostatischer Faktoren im Sinne

einer Erhdhung des Fibrinogens [560] zu nennen, sowie als wichtigen
Entzindungsparameter das C-reaktive-Protein (CRP). Die Plasmakonzentration des
CRP spiegelt ein Grundlevel an Entzindung im Organismus wider und hat
Aussagekraft flir das Langzeitrisiko eines Myokardinfarktes, ischamischen Insults

und peripherer arterieller Verschlusskrankheit [51].
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1.3.9 Homocystein
Homocystein entsteht beim Abbau der schwefelhaltigen Aminosaure Methionin.

Ausgehend von bereits im Kindesalter auftretenden atherothrombotischen Lasionen
bei homozygoten @ Enzymdefekten = (Homocystinurie) @ mit  Homocystein-
Konzentrationen Uber 400 pmol/l konnte in mehreren Studien ebenfalls ein erhdhtes
kardiovaskuladres Risiko fir Erwachsene mit weniger ausgepragten Homocystein-

Erh6hungen gezeigt werden [52].

1.3.10 Infektion
Die Infektion mit bestimmten Mikroorganismen scheint eine Rolle in der Pathogenese

der Atherosklerose zu spielen. Vermutlich kommt es hierbei im Rahmen einer akuten
oder chronischen Entzindung zu einer Endothelschadigung, Uber die es dann zu
kardialen Ereignissen kommt. Als Erreger sind Chlamydia pneumoniae, das

Cytomegalievirus (CMV) und Helicobacter pylori im Gesprach.

1.4 Lipoproteinstoffwechsel

Sowohl Cholesterin als auch Triglyceride koénnen im Blut wegen ihrer
Wasserunloslichkeit nur in makromolekularen Verbindungen mit
|I6sungsmittelverbindenden Phospholipiden und Eiweil3korpern transportiert werden.
Diese Transportverbindungen werden als Lipoproteine bezeichnet, der Proteinanteil
als Apolipoprotein. Die verschiedenen Apolipoproteine sind dabei nicht nur Struktur-
und Stabilisationselemente, sondern fungieren im Lipoproteinstoffwechsel zudem als

Cofaktoren von Enzymen und Liganden von Rezeptoren.

Die wichtigsten Lipoproteine, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte durch

Zentrifugation in verschiedene Fraktionen eingeteilt werden kdnnen, sind:

¢ Chylomikronen

¢ VLDL = very low density lipoproteins

¢ IDL (VLDL-remnants) = intermediate density lipoproteins
¢ LDL = low density lipoproteins

+ HDL = high density lipoproteins
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Die wichtigsten Apolipoproteine und ihre Funktionen sind:

¢ A-l
+ A-ll

¢ A-lV
+ B-100

+ B-48

¢ C-l
¢ C-i
+ C-lli

+D
+E

¢ Apo(a)

Strukturprotein fir HDL, klassischer Aktivator der Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase (LCAT)

Strukturprotein fur HDL, Aktivator der hepatischen Lipase

Aktivator von Lipoproteinlipase (LPL) und LCAT

Strukturprotein fur LDL, VLDL, IDL und Lp(a), Ligand fir den LDL-
Rezeptor, Aktivierung der Lysolecithin-Acyltransferase (reversible
Reaktion zur LCAT)

nur im Dinndarm synthetisiert, Strukturprotein fir Chylomikronen und
VLDL, verantwortlich fir Resorption von Lipiden und lipidléslichen
Vitaminen aus der Nahrung

Aktivator der LCAT

essentieller Cofaktor der Lipoproteinlipase (LPL)

Inhibitor der Triglyceridhydrolyse durch Hemmung der LPL und der
hepatischen Lipase (HL), Interferenz mit der Apo E-vermittelten
Bindung triglyceridreicher Lipoproteine an Rezeptoren der Leber
vermutlich Cofaktor des Cholesterylester-Transfer-Proteins (CETP)
Ligand am LDL-Rezeptor (hierbei zehnfach héhere Affinitat als Apo B),
Ligand an hepatischen Rezeptoren fur Chylomikronen und VLDL-
remnants, fuhrt zur Beseitigung dieser Lipoproteine aus der Zirkulation
Strukturprotein fur das Lp(a), hier Gber Disulfidbricken mit Apo B-100
verbunden (siehe Kapitel 1.3.6.)

Der Stoffwechsel der Lipoproteine ist in den exogenen Weg, den endogenen Weg

und in das reverse Transportsystem zu untergliedern.

Das exogene Transportsystem transportiert die resorbierten Nahrungslipide. Mit

der Nahrung aufgenommene Lipide sind vor allem Triglyceride, freies und

verestertes Cholesterin, freie Fettsduren und fettlosliche Vitamine. In der intestinalen

Mucosa werden die Lipide an die Apolipoproteine B-48, A-l und A-IV gebunden und

gelangen nun als triglyceridreiche Chylomikronen mit der Lymphe Uber den Ductus

thoracicus in die Blutbahn [53]. Hier findet ein Kontakt zwischen Chylomikronen und

HDL statt, bei dem ein Austausch von Apolipoproteinen erfolgt. Besonders wichtig ist

die Abgabe des Apolipoprotein C-Il vom HDL an die Chylomikronen, da dieses als
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essentieller Cofaktor der endothelstandigen Lipoproteinlipase fur die Hydrolyse der
Chylomikronen unerlasslich ist. Die Lipolyse der Chylomikronen fihrt zum Verlust der
Apolipoproteine A-l und A-IV und von Triglyceriden. Daflur erhalten die Ubrig
bleibenden sogenannten Chylomikronen-Remnants von den HDL das Apolipoprotein
E. Uber spezifische Apo-E-Rezeptoren werden diese Restpartikel schlielich von der

Leber aufgenommen und abgebaut.

Das endogene Transportsystem ist gekennzeichnet durch die Sekretion von in der
Leber synthetisierten VLDL. Diese sind wie auch die Chylomikronen reich an
Triglyceriden und enthalten als Apolipoproteinkomponenten Apo B-100, Apo C-I,IL 1!
und Apo E. Im Blut findet ebenfalls durch Kontakt mit HDL eine Anreicherung mit Apo
E und Apo C-ll statt. Die Lipoproteinlipase fuhrt zum Abbau der VLDL und zum
Entstehen von Partikeln intermediarer Dichte, den IDL. Auf noch nicht vollstandig
geklarte Weise werden nun in der Leber unter Verlust von Apo E und Apo C-Il aus
den IDL die LDL-Partikel gebildet, die als einziges Strukturprotein noch das Apo B-
100 enthalten. Die LDL enthalten am meisten Cholesterin und Cholesterinester und
versorgen damit die extrahepatischen Gewebe, wo sie Uber spezifische LDL-
Rezeptoren aufgenommen werden. Die LDL-Partikel, die aufgrund ausreichender
Versorgung vom extrahepatischen Gewebe nicht aufgenommen werden, gelangen
zurlck zur Leber, wo sie Uber den LDL-Rezeptor endozytotisch aufgenommen

werden.

Das reverse Transportsystem transportiert Lipide, vor allem Cholesterin, aus den
extrahepatischen Geweben zurlick zur Leber. Die Leber ist das einzige Organ, das
Cholesterin selbst - in Form von Gallensauren - ausscheiden kann. Eine
Schlisselrolle im Cholesterin-Ricktransport nimmt das HDL ein. Das HDL wird
sowohl von der Leber als auch vom Darm synthetisiert, wobei sie je nach
Syntheseort unterschiedliche Apolipoproteine enthalten. In der Leber synthetisiertes
HDL ist reich an Apo A-l, Apo A-ll und Apo E, intestinal gebildetes HDL hingegen
reich an Apo A-l und Apo A-IV.

Uber das Apo A-I sind die HDL imstande, das in der Leber gebildete Enzym Lecithin-
Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) zu binden, welches dann eine Veresterung des
Cholesterins in den HDL bewirkt. Das veresterte Cholesterin wandert in den apolaren
Kern der HDL-Partikel, so dass auf der Oberflache der HDL Platz entsteht fur die

Cholesterinaufnahme aus den Membranen extrahepatischer Gewebe [54].
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Den Riucktransport zur Leber kann das HDL Uber zwei verschiedene Mechanismen
bewerkstelligen. Es fungiert entweder selbst als Transportmittel und nimmt die beim
Abbau von VLDL und Chylomikronen entstehenden Lipide auf oder es transferiert
das Cholesterin an andere Lipoproteine, vorwiegend an IDL, Uber die der
Rucktransport zur Leber erfolgt. Das HDL steht in diesem Fall der weiteren

Cholesterinaufnahme zur Verfiigung.

Im Gegensatz zu LDL und VLDL hat das HDL antiatherogene Wirkung. Dabei
beinhaltet die antiatherogene Wirkung den reversen Cholesterintransport aus der
arteriellen Intima, die Stabilisierung der Endothelfunktion, Schutz vor Thrombose und
den Erhalt einer niedrigen Blutviskositat [55,56]. Insofern besteht eine umgekehrte

Beziehung zwischen HDL-Plasmakonzentration und kardiovaskularem Risiko [57].

1.5 Genetische Komponenten der KHK

Es ist wichtig, die Atheroskleroseentstehung und damit die Entwicklung einer KHK
als komplexen multifaktoriellen Prozess zu begreifen. Dieser Prozess wird beeinflusst
durch Umweltfaktoren und Faktoren mit einer ausgepragten genetischen
Komponente. Von den zuvor bereits erwahnten Risikofaktoren zeigen zum Beispiel
der arterielle Hypertonus, erhohtes Homocystein, die Lipidwerte LDL- und HDL-
Cholesterin sowie Triglyceride, der Diabetes mellitus und die Adipositas einen
ausgepragten genetischen Hintergrund. Eine positive Familienanamnese
insbesondere hinsichtlich friihzeitiger Koronarsklerose (vor dem 55. Lebensjahr) ist
ein starker Risikofaktor. Ziel genetischer Studien ist es, genetische Unterschiede
zwischen Individuen zu finden, die flr die Atherosklerose pradisponieren und diese
von Umwelteinflissen zu differenzieren. Die wichtige Rolle von Umweltfaktoren wie
sozialer Klasse, Lifestyle sowie Rauch- und Ernahrungsgewohnheiten zeigt sich zum
Beispiel durch den Anstieg der KHK-Rate bei Migranten aus Landern mit niedriger
KHK-Pravalenz in Lander mit hoher Pravalenz [58]. Jedoch lasst sich die KHK-
Verteilung in der Bevolkerung und in den verschiedenen Familien nicht hinreichend
durch Umweltfaktoren erklaren. Von entscheidender Bedeutung ist der genetische
Hintergrund eines Individuums, der den Grad seiner Anfalligkeit flr eine Krankheit
bestimmt. Hier wird der Zusammenhang zwischen Genetik und Umwelt deutlich. Die

individuelle genetische Konstitution ist dafur verantwortlich, in welchem Ausmal}
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Umweltfaktoren wie Rauchen und Ernahrung zur Entwicklung der Atherosklerose
beitragen.

Bezogen auf die Genetik ist es wichtig, klar zwischen monogenetischen
Erkrankungen einerseits und genetischen Polymorphismen, die mit bestimmten
Krankheiten assoziiert sind, andererseits zu unterscheiden. Monogenetische
Geschehen wie der LDL-Rezeptor-Defekt, der der familidaren Hypercholesterinamie
(FH) zugrunde liegt, sind seltene Ereignisse. So liegt die Frequenz der heterozygoten
Patienten mit FH bei etwa 1/500, die der homozygoten Patienten mit massiv
erhohten LDL-Werten sogar nur bei etwa 1/1.000.000. Solche Mutationen wie die der
FH sind Raritaten mit jedoch gravierenden Folgen, wie in diesem Fall KHK bereits im

jungen Erwachsenalter oder noch friiher.

Wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit sind jedoch die genetischen Polymorphismen.
Der Begriff ,genetischer Polymorphismus® bezeichnet die Variabilitat alleler
Sequenzen. Das Allel beschreibt die Zustandsform eines Gens, das in homologen
Chromosomen an der gleichen Stelle liegt und fur unterschiedliche Auspragungen
eines Merkmals kodiert. Liegen fur ein genetisches Merkmal mindestens zwei
Genvarianten vor, so spricht man von einem Polymorphismus. Die Bezeichnung
Polymorphismus beinhaltet darUber hinaus, dass die unterschiedlichen Allele mit
einer Haufigkeit von mindestens 0,01 auftreten, ansonsten handelt es sich um
seltene genetische Varianten, die man nicht unter dem Polymorphismusbegriff
subsumiert [59]. Die meisten Unterschiede zwischen allelen Sequenzen, die man bei
einem bestimmten Organismus findet, gehen auf Vererbung zurliick und sind nur

selten das Ergebnis einer de novo-Mutation [59].

Die in dieser Arbeit betrachteten Polymorphismen stammen insbesondere aus
Genen, die von Bedeutung flir den Fettstoffwechsel sind. Die Gene kodieren fur
transportierende  Apolipoproteine, fur Enzyme und andere Proteine des
Fettstoffwechsels. Die Polymorphismen beeinflussen das KHK-Risiko durch eine
Veranderung der klassischen Risikofaktoren wie vor allem Veranderungen des

Lipidprofils.
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Folgende Polymorphismen werden betrachtet:

1. Apolipoprotein E epsilon

2. PPAR-a L162V

3. PPAR-y P12A

4. Apolipoprotein A5 -1131 T>C

5. Hepatische Lipase (HL) -480 c>t

6. Lipoproteinlipase (LPL) DON, -93tg, N291S, S447X
7. Cholesterin-Ester-Transferprotein (CETP) TaqlB

8. ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA-1) R219K

Apolipoprotein E

Das Apo E hat im Lipoproteinstoffwechsel mehrere Funktionen. Es beeinflusst
sowohl den endogenen als auch den exogenen Cholesterintransport, indem es
sowohl als Ligand fur die Aufnahme von VLDL-remnants fungiert und ihre
Umwandlung zu LDL bewirkt als auch die Aufnahme von Chylomikronen-remnants in
die Leber vermittelt. Der genetische Polymorphismus (epsilon) des Apo E zeigt drei
haufige Allele: €2, €3 und €4. Damit lassen sich drei homozygote — Apo E 2/2, 3/3,
4/4 — und drei heterozygote — Apo E 2/3, 2/4, 3/4 — Genotypen unterscheiden. Die
haufigste Variante ist mit einer Pravalenz von etwa 70 Prozent Apo E 3/3 [60].

Es gibt eine Vielzahl an Studien, die sich mit dem Apo E-Polymorphismus und damit
verbundenen Veranderungen des Lipidprofils und des KHK-Risikos beschaftigen. Fur
das Allel €2 konnte dabei ein protektiver Effekt hinsichtlich der KHK gezeigt werden.
So zeigen €2/3-Tragerinnen verglichen mit €3/3-Individuen seltener eine ischamische
Herzerkrankung oder anders betrachtet ist die Frequenz des £2-Allels bei gesunden
Personen mehr als doppelt so hoch als bei Patienten mit einer KHK [61,62]. Das ¢4-
Allel hingegen ist ein Risikofaktor fur koronare Atherosklerose sowohl fir Manner als

auch fir Frauen und mit erhéhtem LDL-Cholesterin verbunden [63].

PPAR-a und PPAR-y
Die peroxisome proliferator-activated receptors (PPARSs) sind liganden-induzierbare

Transkriptionsfaktoren, die zu den intrazellularen Hormonrezeptoren gehdren. Sie
kommen in den drei Istoypen a, B und y vor. Fur die PPARs dienen sowohl endogene
als auch exogene Substanzen als Liganden. Zu den endogenen Substanzen
gehoren Fettsauren und Eikosanoide, zu den exogenen zum Beispiel Medikamente

wie Lipidsenker und Insulinsensitizer. PPARa hat die héchste Affinitat fir Fettsauren
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und fur Lipidsenker wie z.B. Clofibrat, wohingegen PPARy Rezeptor fur Liganden wie
Prostaglandin G2 aus der Gruppe der Eikosanoide und Thiazolidindione aus der
Gruppe der Insulinsensitizer ist [64]. Die PPARs haben viele Zielgene, insbesondere
jedoch Gene, die im Zusammenhang mit dem Fettstoffwechsel stehen. So kann
PPARa zum Beispiel das LPL-Gen stimulieren und so die Triglyceridhydrolyse
beschleunigen sowie die Bildung von Apolipoproteinen reduzieren (Apo C-lIl) oder
erhdhen (Apo A-l und Apo A-ll) [64]. Letzteres ist mit einem Anstieg des HDL
verbunden. Auch PPARy moduliert die Expression des LPL-Gens und weiterer Gene
von Enzymen des Fettstoffwechsels. In atherosklerotischen Lasionen finden sich
PPARs, vor allem PPARa, aber auch PPARYy, und beeinflussen die Progression der
Atherosklerose [65]. PPARy stimuliert zum Beispiel die LDL-Aufnahme in
Makrophagen und damit die Schaumzellbildung, kann aber auch antiatherogen
wirken durch antiproliferative Effekte auf glatte Muskelzellen.

Bekannte Polymorphismen der PPARs sind der L162V-Polymorphismus im PPARa-
Gen und der P12A-Polymorphismus im PPARy-Gen. Studien Uber den PPARa
konnten eine protektive Wirkung des V-Allels im Zusammenhang mit der
Atherosklerose zeigen. Nicht nur die Progression der diffusen Atherosklerose ist bei
L/V-Tragern gegenuber L/L-Tragern signifikant reduziert, sondern auch der fokale
Prozess in den Koronararterien [66]. Ebenfalls konnte ein schitzender Effekt flr das
A-Allel des PPARy-Gens nachgewiesen werden. Trager des A-Allels zeigen eine

signifikante Reduktion des Risikos fur einen Myokardinfarkt [67].

Apolipoprotein A5

Das ApoA5-Gen ist erst im Jahr 2001 sequenziert und in Zusammenhang mit
erhohten Triglyceriden gebracht worden. Erhdhte Triglyceride sind als unabhangiger
Risikofaktor flr die KHK nachgewiesen worden [33]. Aktuelle Untersuchungen
beschaftigen sich mit dem T1131C-Polymorphismus im Apo A5-Gen. Hierbei scheint
das C-Allel mit stark erhdhten Plasmatriglyceriden assoziiert zu sein, da die
Genotypen C/T und C/C signifikant haufiger auftreten bei Patienten mit extrem

erhohten Triglyceridwerten [68].

Hepatische Lipase
Das Enzym HL dient der Hydrolyse von Phospholipiden und Triglyceriden in HDL-
Partikeln. Ein bekannter Polymorphismus, der in der Promoterregion des HL-Gens

liegt, ist die Variante -480ct. Andersen et al. untersuchten Trager dieses
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Polymorphismus in Verbindung mit zwei weiteren SNP’s, -216 und -729, im Hinblick
auf Veranderungen im Lipoproteinprofil und auf das KHK-Risiko [69]. Dabei fanden
sie einen schrittweisen Anstieg des HDL-Cholesterins von Nichttragern Gber
heterozygote Trager hin zu homozygoten Tragern der Polymorphismen.
Paradoxerweise zeigten die homozygoten Trager jedoch trotz des erhdhten HDL
einen Anstieg des KHK-Risikos um 40 bis 50 Prozent im Vergleich zu Wildtyp-
Patienten. Insbesondere galt dies fir Individuen, die gleichzeitig die Apo E-
Allelkonstellation 3/4 hatten. Dies bedeutet, dass Erhdhungen des allgemein als
antiatherogen eingestuften HDL in bestimmten Situationen doch mit einer

Risikozunahme fiir die KHK verbunden sein kbnnen.

Lipopoproteinlipase

Das Enzym LPL ist verantwortlich fur die Hydrolyse des Triglyceridkerns von
zirkulierenden  Chylomikronen und VLDL. Zahlreiche Mutationen und
Polymorphismen des LPL-Gens sind bekannt. Im Zusammenhang mit der KHK sind
insbesondere die Varianten -93tg, D9N, N291S und S447X Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen. Die Polymorphismen D9N und N291S flhren
dabei zu einer verminderten lipolytischen Aktivitat des Enzyms, wohingegen der
S447X Polymorphismus den gegenteiligen Effekt auf die LPL hat [70]. Die
Assoziationen der Polymorphismen mit den Lipidwerten sind jedoch noch nicht
abschliefend geklart. N291S scheint mit einer Erniedrigung des HDL verbunden zu
sein, S447X mit erniedrigten Triglyceriden. Bezogen auf die KHK konnte vor allem fir
den D9N Polymorphismus eine signifikante Relation mit dem Auftreten der
Erkrankung gezeigt werden [70], wohingegen flur die Variante S447X ein Schutz vor

der KHK nachgewiesen wurde [71].

Cholesterolester-Transfer-Protein

Das CETP bewirkt die Ubertragung von Cholesterolestern vom antiatherogenen HDL
auf ApoB-haltige Lipoproteine wie VLDL, IDL und LDL. Somit ist eine Erniedrigung
des CETP mit erhéhten HDL- und erniedrigten LDL-Werten assoziiert, also einem
typischen antiatherogenen Profil [72]. Der bestuntersuchte Polymorphismus im
CETP-Gen ist der TaqlB-Polymorphismus. Hierbei gibt es die Allelkombinationen
B1B1, B1B2 und B2B2. In Bezug auf die KHK scheint das B1-Allel einen fordernden
Effekt zu haben, da es mit erhdhten CETP-Werten und damit erniedrigtem HDL

assoziiert ist. In der Framingham Offspring Study hatten homozygote B1B1-Trager im
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Vergleich zu B1B2 und B2B2-Tragern die niedrigsten HDL-Werte. Manner mit dem

B2-Allel schienen ein reduziertes KHK-Risiko zu haben, wohingegen keine

signifikante Assoziation fur Frauen gezeigt werden konnte [73].

ATP-binding cassette transporter1

Das ABCA-1-Gen ist verantwortlich fur die Produktion des Cholesterol efflux
regulatory protein und somit fir den Transfer von Zellcholesterin auf HDL-Partikel.
Mutationen dieses Gens gehen mit einer Veranderung der HDL-Konzentration
einher. Eine seltene Mutation flihrt wie bereits erwahnt zur Tangier-Krankheit mit
stark erniedrigtem HDL, eine andere Variante ist der R219K-Polymorphismus. Diese
Variante tritt mit einer Tragerfrequenz von etwa 46 Prozent bei Europaern auf [74].
Far das K-Allel wird hierbei ein protektiver Effekt im Hinblick auf die Entwicklung
einer KHK beschrieben. Dies konnte flr Patienten mit Lp(a)-Erhdhung gezeigt
werden [75]. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass das Fortschreiten der
Atherosklerose mit Zunahme der GefalRobstruktion bei Tragern des K-Allels (RK und
KK) langsamer vonstatten geht. Die Lipidwerte der R219K-Trager unterscheiden sich
von Nichttragern durch niedrigere Triglyceride, sowie bei jingeren Individuen (unter
55 Jahre) durch erhéhtes HDL [74].

Eine Graphik des Lipoproteinstoffwechsels mit Darstellung von ABCA1, CETP,
Apolipoprotein E, Lipoproteinlipase und hepatischer Lipase folgt auf Seite 24.
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Abbildung A: Grundriss des Lipoproteinstoffwechsels
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CETP = cholesteryl ester transfer protein. IDL= intermediate-density lipoprotein. TG =
triglyceride. LRP = LDL-receptor like protein. SRA = scavenger receptor A. SRB1 =
scavenger receptor B1. NRM = non-receptor-mediated uptake. ABCA1 = ATP-

binding cassette transporter 1. O° = oxygen free radical
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenklientel und Behandlungsablauf

Datengrundlage dieser Arbeit ist eine in den Jahren 2002/2003 erstellte Microsoft
Access-Datenbank. In dieser Datenbank befinden sich Angaben Uber 1670
Patienten, die in der Zeit von Juni 1991 bis Februar 2003 in der Lipidambulanz des
Universitatsklinikum Eppendorf vorstellig wurden.

Bei den Patienten handelt es sich in der Regel um von niedergelassenen Arzten
uberwiesene Patienten mit schwer einstellbaren Hyperlipoproteinamien. Die
Fettstoffwechselstérungen kommen hierbei als reine Hypercholesterinamie, reine
Hypertriglyceridamie oder gemischte Hyperlipoproteinamie vor. Erhdhte Lipidwerte
werden in dieser Arbeit definiert als Cholesterinwerte ab einem Serumspiegel > 200

mg/dl und Triglyceridwerte ab einem Serumspiegel > 180 mg/dl.

Ziel der Behandlung in der Lipidambulanz ist es, nach Festlegung eines LDL-
Zielwertes gemall den Adult Treatment Panel (ATP) IlI-Guidelines (siehe unten)

diesen zu erreichen.

Bei der Erstvorstellung des Patienten finden zunachst eine Blutenthnahme zur
Bestimmung des Lipoproteinprofils sowie ein ausfihrliches Anamnesegesprach statt.
Ein Lipoproteinprofil besteht aus der Messung von Gesamtcholesterin, LDL, HDL,
VLDL und Triglyceriden. Daruber hinaus werden das Lp(a), Leberwerte, TSH basal
und laborchemische atherogene Risikofaktoren wie Fibrinogen und Homocystein
gemessen. Zudem wird eine Analyse der genetischen Polymorphismen durchgefuhrt,
die Einfluss auf die Lipidwerte der Patienten nehmen kbénnen. Beim
Anamnesegesprach werden allgemeine Patientendaten wie Alter, Geschlecht,
KorpergroRe und Korpergewicht zur Berechnung des Body Mass Index (BMI),
Alkohol- und Nikotinkonsum sowie eine Familienanamnese erhoben. Bei der
Familienanamnese ist vor allem die Belastung hinsichtlich Fettstoffwechselstérungen
sowie atherosklerotischer Erkrankungen bedeutsam. Insbesondere die vorzeitige
KHK, d.h. klinisch manifeste Koronarsklerose bei weiblichen Verwandten vor dem 65.

Lebensjahr bzw. mannlichen Verwandten vor dem 60. Lebensjahr ist von Interesse.
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Im Anschluss an die Anamneseerhebung findet eine kdrperliche Untersuchung statt.

Hier wird besonders auf Manifestationen der Fettstoffwechselstérungen, wie
Xanthome, Xanthelasmen oder einen Arcus lipoides corneae, geachtet. Neben
laborchemischen Untersuchungen koénnen danach gegebenenfalls weitere
diagnostische Schritte, wie ein Belastungs-EKG, ein oraler Glukosetoleranztest oder
eine Dopplersonographie der Carotiden, eingeleitet werden.

Als nachstes erhalten die Patienten eine Diatberatung, bei der die aktuellen
Ernéhrungsgewohnheiten genau besprochen werden und anschlieRend geeignete

Diat- und physikalische MalRnahmen empfohlen werden.

Sechs Wochen spater erscheinen die Patienten zum zweiten Besuch, bei dem
mogliche Erfolge der Diatberatung kontrolliert werden und eine erneute
Blutentnahme mit Bestimmung der Lipidwerte erfolgt. Insbesondere wird der aktuelle
LDL-Wert in Bezug auf den Zielwert beurteilt. Danach wird entschieden, ob der
Patient wieder in die hausarztliche Versorgung entlassen werden kann oder
Bewegungs- und DiatmalRnahmen intensiviert werden sollten oder gegebenenfalls
bereits eine medikamentdose Therapie begonnen werden sollte. Typischerweise
erfolgt diese jedoch ab dem dritten Besuch. Dabei ist flir die Patienten wichtig zu
beachten, dass die medikamentdse Therapie nicht die anderen MaRnahmen ersetzt,
sondern dass ein gesunder Ernahrungs- und Lebensstil mit einer eventuell nétigen

Pharmakotherapie immer einhergehen sollte.

2.2 ATP lll Guidelines

Die Adult Treatment Panel (ATP) llI-Guidelines des National Cholesterol Education
Program (NCEP) stellen den aktuellen klinischen Leitfaden fir die Erkennung und
Behandlung von Hyperlipoproteinamien dar. Die wesentlichen Aspekte der beiden
friheren Fassungen bestehen in den ATP IlI-Guidelines fort, hinzukommt eine
Erweiterung der Indikationen fir eine intensive lipidsenkende Therapie in der
klinischen Praxis. Wahrend bei Patienten mit einer bestehenden KHK bereits friiher
auf eine intensive Behandlung der Lipide geachtet wurde, ist bei der neuen Fassung
zusatzlich die Patientengruppe mit multiplen Risikofaktoren im Fokus primarer

Praventionsmalnahmen [76].
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Gemal der ATP lll-Klassifikation werden Lipidwerte wie folgt beurteilt:

Tabelle 1: Einstufung der Cholesterinwerte

Gesamtcholesterin <200 Normal

200 — 239 grenzwertig erhoht

= 240 Hoch
LDL-Cholesterin <100 Optimal

100-129 Normal

130 - 159 grenzwertig erhoht

160 — 189 Hoch

=190 sehr hoch
HDL-Cholesterin <40 Niedrig

> 60 Hoch

Die LDL-Zielwerte sind individuell festzulegen und orientieren sich am weiteren
Risikoprofil des Patienten. Wesentliche Risikofaktoren, die den LDL-Zielwert
beeinflussen sind Zigarettenrauchen, Bluthochdruck, ein niedriges HDL, eine positive
Familienanamnese fur vorzeitige KHK und ein Alter von = 45 bei Mannern und = 55

bei Frauen. Die Patienten werden danach in drei Risikogruppen eingeteilt:

e Gruppe 1 = Patienten mit O bis einem weiteren Risikofaktor
e Gruppe 2 = Patienten mit 2 oder mehr zusatzlichen Risikofaktoren

e Gruppe 3 = Patienten mit bestehender KHK oder KHK-Risikoaquivalent

Nahezu alle Patienten der Gruppe 1 haben ein 10-Jahres-Risiko fur die KHK von
unter 10% (siehe hierzu Framingham score). Gruppe 2-Patienten entspricht ein 10-
Jahres-Risiko < 20%. Patienten der Gruppe 3 haben demzufolge ein 10-Jahres-
Risiko von > 20%. Zu den KHK-Risikoaquivalenten der Gruppe 3 gehéren zum einen
andere  atherosklerotische  Manifestationen wie  pAVK, symptomatische
Karotisstenosen und Bauchaortenaneurysmata, zum anderen Diabetes mellitus
sowie die Koinzidenz multipler Risikofaktoren, die zu einem KHK-10-Jahres-Risiko >

20% in den Framingham Point Scores fihrt.

Es ergeben sich fir die drei verschiedenen Gruppen folgende LDL-Zielwerte und

LDL-Level, ab denen eine medikamentdse Therapie in Betracht zu ziehen ist:
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Tabelle 2: Die drei Risikogruppen und ihre LDL-Zielwerte, Beginn einer Pharmakotherapie

LDL-Zielwert Pharmakotherapie
Gruppe 1 <160 mg/dl =190 mg/dl
(0-1 weiterer RF) (160 — 189 mg/dl optional)
Gruppe 2 <130 mg/dl = 160 mg/dl bei Risiko
(= 2 weitere RF) < 10%, sonst ab 130 mg/dl
Gruppe 3 <100 mg/dl =130 mg/dl
(bestehende KHK oder (100 — 129 mg/dl optional)
KHK-Risikoaquivalent)

2.3 Framingham-Score

Die bereits 1949 ins Leben gerufene Framingham-Studie beschaftigt sich mit der
Aufdeckung atherogener Faktoren. Zielsetzung war zunachst die epidemiologische
Erforschung von KHK und Bluthochdruck. Heute sind die Erkenntnisse der
Langzeitstudie als klassische Risikofaktoren der Atherosklerose etabliert:
Bluthochdruck, Rauchen, Hyperlipoproteinamie und Diabetes mellitus.

Zahlreiche weitere sogenannte ,emerging risk factors“ wurden untersucht und eine
Risikoerhdhung fur sie gefunden. Hierzu zahlen z.B. das Homocystein,
prothrombotische und proinflammatorische Faktoren sowie erhdhte Nuchtern-
glukosewerte. Diese ,emerging risk factors® fihren jedoch nicht kategorisch zu einer

therapeutischen Konsequenz wie einer Veranderung des LDL-Zielwertes [76].

Aus den Erkenntnissen der Framingham-Studie leiten sich die in den ATP-Guidelines
enthaltenen tabellarischen Point Scores ab. Hierbei erhalt der Patient Punkte je nach
Vorhandensein und Ausmal} seiner personlichen Risikofaktoren. Jedem Punktwert
kann dann in einer Tabelle das dazugehdrige 10-Jahres-Risiko fur die Entwicklung
einer KHK zugeordnet werden. Die Bepunktungen sind fir Manner und Frauen etwas
unterschiedlich, so dass fur beide Geschlechter getrennte Punktebdgen existieren,
das Schema und die bewerteten Risikofaktoren sind jedoch identisch. Exemplarisch
findet sich auf der folgenden Seite das Bepunktungssystem fur Manner gemalf den

Erkenntnissen der Framingham Studie.
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Tabelle 3: Risikoscore fur Manner gemaf der Framingham Studie
Alter Punkte HDL Punkte
20-34 -9 >60 -1
35-39 -4 50-59 0
40-44 0 40-49 1
45-49 3 <40 2
50-54 6
55-59 8
60-64 10
65-69 11
70-74 12
75-79 13
Gesamtcholesterin

Alter 20-39 40-49 50-59 60-69 70-79
<160 0 0 0 0 0
160-199 4 3 2 1 0
200-239 7 5 3 1 0
240-279 9 6 4 2 1
=280 11 8 5 3 1
Rauchen

Alter 20-39 40-49 50-59 60-69 70-79
Nichtraucher 0 0 0 0 0
Raucher 8 5 3 1 1

Systolischer Blutdruck

Unbehandelt Behandelt
<120 0 0
120-129 0 1
130-139 1 2
140-159 1 2
=160 2 3
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Nach Addition der Punkte koénnen folgende 10-Jahres-Risiken den erreichten

Punktzahlen zugeordnet werden:

Punktzahl 10-Jahres-Risiko(%) Punktzahl 10-Jahres-Risiko(%)
<0 <1 9 5

0 1 10 6

1 1 11 8

2 1 12 10

3 1 13 12

4 1 14 16

5 2 15 20

6 2 16 25

7 3 217 =30

2.4 Ausschlusskriterien

Grunde fur den Ausschluss waren zum einen eine offene KHK-Diagnose zum
anderen der fehlende Nachweis einer Hyperlipoproteinamie. Bei den 1371 in die
Analyse einbezogenen Patienten konnte nach eingehender Untersuchung die
Diagnose KHK gestellt oder ausgeschlossen werden. Dagegen blieb bei 255
Patienten die Diagnose bis zum Zeitpunkt ihrer Eingabe in die Datenbank unklar.
Spezielle weiterfuhrende Untersuchungen waren notwendig. Diese Patienten konnen
nicht analysiert werden, da es fur die statistische Auswertung notwendig ist, dass die
Zielvariable KHK als binar (O=keine KHK, 1=KHK) kodiertes Merkmal vorliegt. Bei
weiteren 44 Patienten, die in der Lipidambulanz vorstellig wurden, konnte keine
Hyperlipoproteinamie verifiziert werden. Somit unterscheiden sich diese Patienten
grundlegend vom ubrigen Kollektiv und werden in die statistische Auswertung nicht

mit einbezogen.

2.5 Strategie fur die statistische Auswertung

Aufgabe dieser Arbeit ist es, Unterschiede zwischen den KHK-Patienten und den
nicht an einer KHK erkrankten Patienten der Lipidambulanz aufzuspuren. Alle
Patienten gehoren aufgrund ihrer Hyperlipoproteinamie (HLP) bereits einer
Hochrisikogruppe an. Es handelt sich damit bei den untersuchten Personen nicht um

einen Ausschnitt der Normalbevolkerung, sondern um eine speziell selektierte
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Bevolkerungsgruppe. Trotz ihres hohen Risikos entwickeln jedoch nicht alle HLP-
Patienten eine KHK und es stellt sich die Frage, welches die daflr verantwortlichen
Faktoren sind. Zunachst missen die klassischen Risikofaktoren Alter, mannliches
Geschlecht, Rauchen, arterieller Hypertonus und Diabetes mellitus untersucht
werden. Daruber hinaus wird die Rolle der Genetik beleuchtet. Diese

Untersuchungen genetischer Einfliisse sind das zentrale Thema der Arbeit.

Zunachst wird in einer Zusammenhangsanalyse Uberpruft, ob es zwischen den
verschiedenen Parametern der Datenbank Interaktionen gibt, die berlcksichtigt
werden mussen. Insbesondere liegt hier das Augenmerk auf den genetischen
Polymorphismen und moglichen Zusammenhangen mit den Lipidwerten und anderen
klassischen Risikofaktoren. Unter Berlcksichtigung derartiger Abhangigkeiten wird
die weitere statistische Analyse erfolgen. Letztendliches Ziel der Arbeit ist die
Beurteilung genetischer Komponenten der KHK-Entstehung. Stellen sie einen
eigenen zusatzlichen Risikofaktor zu den bekannten klassischen Risikofaktoren dar
oder kdnnen sie lediglich indirekt Uber die etablierten Risikofaktoren einen Einfluss
auf die Erkrankung austben? Welche Genvarianten stellen eher einen Schutzfaktor

dar, welche fordern die KHK-Entstehung?

Eine graphische Darstellung der zu untersuchenden Zusammenhange liefern die auf

der folgenden Seite dargestellten Modelle 1 und 2.
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Modell 1: Direkter Einfluss der Genetik und anderer interagierender Risikofaktoren auf die
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2.6 Statistische Methoden

Als Software fur die Datenauswertung wird SPSS (Statistical Package for Social

Sciences) Version 11.0 verwendet.

2.6.1 Zusammenhangsanalyse

Wie bereits erlautert, ist das Ziel der Arbeit, den Einfluss genetischer
Polymorphismen auf die KHK-Entstehung zu identifizieren. Es ist statistisch jedoch
nicht zulassig, dies in einem einzelnen Schritt, z.B. in Form eines Chi-Quadrat-Tests,
durchzuflhren und dabei alle anderen Einflussfaktoren wie die klassischen RF aul3er
Acht zu lassen. Man bedenke, dass z.B. eine Genvariante gehauft mit einem
Hypertonus kombiniert sein kann und dass diese Patientengruppe dann ein erhdhtes
KHK-Risiko zeigen wurde. Hieraus einzig und allein einen starken genetischen RF
abzuleiten ohne den Bluthochdruck zu berucksichtigen, ware insbesondere im Falle

eines fehlenden kausalen Zusammenhanges zwischen Gen und Hypertonus falsch.

Um derartige Abhangigkeiten und Zusammenhange der verschiedenen
Datenbankparameter aufzudecken, wird zunachst eine Zusammenhangsanalyse
durchgefuhrt. Resultat wird eine Tabelle sein (siehe Anhang), in der im Stile einer
Entfernungstabelle p-Werte eingetragen werden, die die Wahrscheinlichkeit einer
Abhangigkeit der jeweiligen beiden Parameter angeben. Von einer Abhangigkeit
gehen wir — wie in der medizinischen Forschung allgemein Ublich — aus, wenn ein p-
Wert von < 0.05 vorliegt. Die KHK wird in dieser Tabelle noch nicht zu finden sein.
Vielmehr dient dieser Analyseteil dazu, eine Auswahl der fir das KHK-Risiko zu
untersuchenden Faktoren zu treffen. Stark miteinander zusammenhangende
Faktoren, wie man es z.B. beim Gesamtcholesterin und beim LDL-c erwarten wiirde,
werden dann eliminiert, d.h. es wird spater ausreichen nur einen der beiden
Parameter zu untersuchen. Ziel ist es, unabhangige Faktoren aufzuspuren und diese
in das Modell der logistischen Regression (siehe unten) einzufihren und zu

verarbeiten.

Da die Parameter der Datenbank unterschiedlich skaliert sind, z.B. Geschlecht (m/w)
nominal und die Laborparameter metrisch, sind verschiedene statistische Tests

noétig, die die Zusammenhange aufdecken sollen:
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Chi-Quadrat-Test (1)

Der xz-Test ist ein Signifikanztest, der geeignet ist, um die Unabhangigkeit zweier
nominal skalierter Merkmale zu untersuchen. In der Datenbank kann hiermit z.B. eine

Abhangigkeit des Raucherstatus vom Geschlecht Gberprift werden.

Kendalls-Tau-b (tp )

Der Zusammenhang zweier ordinal oder metrisch skalierter Parameter, wie z.B. Alter
und BMI, wird mittels Kendalls-Tau-b untersucht. Dies ist ein Kontingenzmal, bei
dem die Werte des t,-Koeffizienten im Intervall -1 < 1, < +1 liegen. Hierdurch lasst

sich also nicht nur der bloRe Zusammenhang, sondern auch dessen Richtung

dberprifen. Nimmt z.B. mit dem Alter auch der BMI zu, so liegt eine positive
Korrelation mit einem positiven Tty-Koeffizienten vor, nimmt der BMI mit
zunehmendem Alter hingegen ab (dies ist eher nicht der Fall), so liegt eine negative

Korrelation mit einem negativen t,-Koeffizienten vor.

Mann-Whitney-Test

Der Mann-Whitney-Test ist ein Verfahren der Mittelwertanalyse. Er ist geeignet,
sowohl die Mittelwerte als auch die Mediane eines metrisch skalierten Merkmals in
zwei unabhangigen Stichproben miteinander zu vergleichen. Geprift wird die
Homogenitatshypothese Hp: w1 = po, d.h. die Aussage, dass die Mittelwerte in den
beiden Stichproben sich nicht signifikant unterscheiden. Diese wird bei o < 0.05
verworfen. In der Datenbank kann mit diesem Test z.B. die Abhangigkeit des BMI

oder der Triglyceride vom Geschlecht tGberprift werden.

Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test ist analog dem Mann-Whitney-Test ein Verfahren der
Mittelwertanalyse. Er stellt im Prinzip eine Verallgemeinerung des Mann-Whitney-
Tests dar, da er geeignet ist, ein metrisch skaliertes Merkmal in k unabhangigen
Stichproben zu analysieren. Ist k=2 sind die Ergebnisse vom Kruskall-Wallis und vom
Mann-Whitney-Test identisch. In der Datenbank kann mit diesem Test z.B. die
Abhangigkeit der Lipidwerte vom ApoE oder vom Raucherstatus (Nichtraucher, Ex-

Raucher, Raucher) Uberpruft werden.
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Die Ergebnisse sprich p-Werte der verschiedenen Tests werden gesammelt und in
der bereits erwahnten ,Entfernungstabelle® eingetragen. Bei den Tests zur
Mittelwertanalyse ist zusatzlich eine graphische Darstellung sinnvoll, um zu erkennen
in welcher Gruppe die niedrigeren und in welcher die hoheren Mittelwerte zu finden
sind. Dies geschieht am sinnvollsten in Form der Box-and-Whisker Plots, die die
Haufigkeitsverteilung eines metrisch skalierten Merkmals durch funf statistische
Werte kennzeichnen: kleinster Wert, unteres Quartil, mittleres Quartil, oberes Quartil
und groflter Wert.

Schliellich wird dann zu diskutieren sein, welche Parameter als statistisch
unabhangig und medizinisch relevant fir die KHK zu bezeichnen sind und somit
zusammen mit dem zu untersuchenden Gen in die logistische Regression eingeflhrt
werden. Allerdings sind Interaktionen zwischen den Variablen nicht mit Sicherheit zu
verhindern, wenn diese z.B. Faktoren betreffen, die aus medizinischer Sicht
unbedingt beide im Modell vorkommen mussen. Dies ware etwa bei einer
Altersabhangigkeit des Hypertonus der Fall. Hypertonus und Alter als klassische
Risikofaktoren sollten sicher ins Modell eingefuhrt werden. Dennoch ist die
Zusammenhangsanalyse als erster Schritt der statistischen Auswertung sinnvoll, da
man auf diese Weise einen Uberblick Uber die Abhangigkeitsverhaltnisse in der
Datenbank erhalt und Interaktionen in der logistischen Regression so gering wie

mdglich halten kann.

2.6.2 Logistische Regressionsanalyse

Wird ein Patient eine KHK entwickeln oder wird er es nicht? Um eine derartige Frage
zu beantworten, ob ein Ereignis auftreten wird oder nicht, missen Variablen bzw.

Faktoren identifiziert werden, die geeignet sind, eine solche Vorhersage zu treffen.

Statistisch gesehen handelt es sich bei der KHK um eine binar kodierte (0O=keine
KHK, 1=KHK) abhangige Variable. Es gibt nun eine Vielzahl an multivariaten
statistischen Techniken, die benutzt werden kdnnen, um eine solche binare Variable
auf dem Boden eines Sets an unabhangigen Variablen vorherzusagen. Die
Regressions- oder Abhangigkeitsanalyse ist ein Teilgebiet der multivariaten Statistik.
Als ein Modell, das insbesondere geeignet ist, die Wahrscheinlichkeit eines

Ereignisses einzuschatzen, in dem also die abhangige Variable lediglich zwei Werte
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annehmen kann (tritt auf/tritt nicht auf), wird in der statistischen Literatur die

logistische Regression beschrieben [77]. Das zu erklarende Merkmal wird hierbei als
dichotome, 0-1-kodierte Zufallsvariable aufgefasst und die logistische Regression als

ein spezielles Wahrscheinlichkeitsmodell interpretiert [78].

In der logistischen Regression wird die Auftretenswahrscheinlichkeit eines
Ereignisses (Prob(event)) geschatzt. Bei mehr als einer unabhangigen Variablen —
was bei der KHK, die ja eine Vielzahl an RF aufweist, der Fall ist — ergibt sich fur das

logistische Regressionsmodell folgende Formel:

Prob (event) = 1/ 1+e™*

Erlauterung der Formel:

e ist die Basis des Logarithmus naturalis und betragt naherungsweise 2.718. Hinter Z
steht eine weitere Formel, denn Z = By + B1X1 + B Xo + .... + B X,,. By ist ein
konstanter Koeffizient, B¢ bis B, sind Koeffizienten, die in der logistischen Regression
durch die maximume-likelihood Methode anhand der Daten geschatzt werden. Das
Ergebnis der Wahrscheinlichkeitsschatzung liegt immer — unabhangig vom Z-Wert —
zwischen 0 und 1. Werte nahe der 1 zeigen eine hohe Wahrscheinlichkeit fur die

KHK an, Werte nahe der O eine geringe Wahrscheinlichkeit.

Interpretation der Formel fiir Z:

Hinter den mit Xy bis X, bezeichneten Faktoren verbergen sich die Parameter aus
der Datenbank, die nach der Zusammenhangsanalyse nun in Bezug auf ihre KHK-
Vorhersagekraft untersucht werden sollen. Dies sind einerseits die klassischen RF,
andererseits die Lipidwerte und schlieBlich das jeweilige Gen. Die dazugehdrigen mit
Bs bis B, bezeichneten Regressionskoeffizienten sind von entscheidender
Bedeutung. Sie geben einem an, in welchem Ausmal} sich die abhangige Variable
(KHK) verandert fur den Fall, dass sich die unabhangige Variable um eine Einheit
andert. Sie zeigen also z.B. an, wie sich die KHK-Haufigkeit verandert, wenn der
Faktor Alter um 1 Jahr zunimmt. Graphisch ausgedrickt geben sie die Steigung einer
Geraden eines Koordinatensystems an, in dem die Odds flir eine KHK auf der y-
Achse und der RF in mg/dl im Falle eines Lipidwertes oder in Jahren beim RF Alter

etc. auf der x-Achse aufgetragen wird. By ist eine errechnete Konstante, die quasi ein
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gewisses Grundrisiko widerspiegelt bzw. graphisch gesehen den Schnittpunkt der

Geraden mit der y-Achse reprasentiert.

log Odds (KHK)

»
»

Alter (Jahre)

Tabelle 4: Beispiel eines SPSS-Ergebnisses nach logistischer Regression fur LPL S447X

Standard-
Regressions- fehler Signifikanz | Exp(B)=
koeffizient B (S.E.) Wald df p-Wert Odds
Schritt 1 Alter ,069(=B1) ,011 40,238 1 ,000 1,071
%SCh'eCht 760(=B2) 285 7.112 1 008 2137
Diabetes -1,017(=B3) ,369 7,583 1 ,006 ,362
Hypertonus -,849(=B4) 254 11,176 1 ,001 428
Lp(a) ,018(=B5) ,003 36,707 1 ,000 1,018
HDL-c -,027(=B6) ,010 7,243 1 ,007 974
In(TRIGLY) -,131(=B7) ,184 ,503 1 478 877
(L1P)L S447X | 2g4(=B8) 352 650 1 420 753
Konstante -2,485(=B0) 1,524 2,661 1 ,103 ,083

In diesem Beispielmodell erscheinen als Variablen, deren Einfluss auf die KHK
gepruft wird, das Alter, das Geschlecht, Diabetes, Hypertonus, Lp(a), HDL-c, die
logarithmisch  transformierten  Triglyceride und das LPL-Gen mit dem
Polymorphismus S447X. Der Regressionskoeffizient B und sein Standardfehler sind
in den ersten beiden Spalten zu finden. Um den Regressionskoeffizienten besser zu
verstehen, hilft es, sich eine Umstellung der Formel des logistischen
Regressionsmodells vorzustellen, bei der das logistische Modell in einen Ausdruck

der Chancen (Odds) eines Ereignisses umgeformt wird:

log [Prob(event) / Prob(no event)] = By + B1X1+.....Bn X,
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Aus der Gleichung wird ersichtlich, dass der logistische Koeffizient als die
Veranderung der log Odds interpretiert werden kann fiir den Fall einer Anderung der
unabhangigen Variablen um eine Einheit. In der Beispiel-Tabelle wiirde dies flr das
Alter etwa bedeuten, dass eine Zunahme um ein Jahr bei gleich bleibenden anderen
Variablen zu einer Zunahme der log Odds fur die KHK um 0.69 fuhrt. Da es jedoch
einfacher ist, Uber direkte Chancen (Odds) zu sprechen als Uber die log Odds, ist

eine erneute Umformung der Gleichung nétig:

Bo+B1X1+....Ban=eBo B1X1 BnXn

Prob(event) / Prob(no event) = e e ...
Ist der Regressionskoeffizient B positiv, so steigt die Chance der KHK (Prob(event)),
ist B negativ, sinkt die Chance demzufolge. Ist B gleich null, so bleibt eine
Veranderung dieser unabhangigen Variablen ohne Einfluss auf die KHK-Chance. In
der Tabelle ist die Veranderung der Odds im Ausdruck Exp(B) wiederzufinden.
Errechnet man hier z.B. die KHK-Wahrscheinlichkeit eines 45jahrigen und teilt dann
diese durch die errechnete KHK-Wahrscheinlichkeit eines 44jahrigen, so erhalt man

einen Faktor von 1.071 (=Exp(B)).

Die eigentliche Signifikanzprifing bezieht sich auf den logistischen
Regressionskoeffizienten B also das Ausmaly der Steigung. Das Alter zeigt im
Beispielmodell einen p-Wert von 0.000 und ware hiermit als ein hochsignifikanter

Risikofaktor der KHK zu interpretieren.

Die nominal skalierten Parameter wie Geschlecht (m/w), Diabetes mellitus (ja/nein),
Hypertonus (ja/nein) etc. sind wie folgt zu beurteilen: Im Falle dieser drei Beispiele
handelt es sich jeweils um 2-Kategorien Variablen, die mit 0 und 1 kodiert werden. 1
bedeutet Vorhandensein des Risikofaktors, 0 Fehlen des Risikofaktors. Im Falle des
Geschlechts bedeutet 1 mannliches Geschlecht und 0 weibliches bzw. nicht
mannliches Geschlecht. Der Regressionskoeffizient beschreibt in diesen Fallen die

Differenz der log Odds flr die KHK zwischen den beiden Kategorien.

Graphisch wirde die Altersentwicklung sich nun geschlechtsabhangig wie folgt

darstellen:
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4

»

log Odds (KHK)

Manner

Frauen
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Bo

> Alter (Jahre)

Hat eine Variable mehr als 2 Auspragungen wie z.B. das Rauchen (Nichtraucher/Ex-
Raucher/Raucher), so muss zunachst eine Kodierung dieser kategorialen Variablen
vorgenommen werden, in der eine Kategorie (z.B. Nichtraucher) als Referenzgruppe
festgelegt wird. Der Regressionskoeffizient fur die anderen Kategorien beschreibt
dann die Veranderung der log Odds fur die KHK im Vergleich zur Referenzgruppe,

hier also zu den Nichtrauchern.

Letztendlich stellt die logistische Regression ein statistisches Verfahren dar, das es
ermoglicht, einen so komplexen Datensatz im Hinblick auf ein Ereignis wie die KHK
unter Berlcksichtigung zahlreicher und durch maogliche Interaktionen gepragter

Variablen zu analysieren.

2.6.3 Univariate Analyse

Eine multivariate Analyse der Gene in Form der logistischen Regression ist zwar die
angestrebte Analysemethode, doch sind hierfir ausreichende Fallzahlen notwendig.
Bei den betreffenden Genen, die keine ausreichende Fallzahl aufweisen, muss eine
univariate Analyse in Form des bereits erwahnten Chi-Quadrat-Tests durchgefuhrt
werden. Besondere Berucksichtigung sehr niedriger Fallzahlen in einigen Feldern
bietet in SPSS der exakte Fisher-Test, der eine Sonderform des Chi-Quadrat-Tests
darstellt und fur entsprechende Gene angewandt wird. Die Beachtung der

klassischen RF bleibt hier auf die anfangliche Zusammenhangsanalyse beschranki.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

In den folgenden Tabellen werden die Haufigkeiten von klinischen Parametern wie

Rauchen, Diabetes mellitus Typ 2 oder KHK angegeben sowie die Mittelwerte des

Patientenalters, des BMI und der Laborwerte aufgefuhrt. Fur die Triglyceride und das

Lipoprotein (a) wird wegen fehlender Normalverteilung nicht das arithmetische Mittel

sondern der Median angegeben.

Tabelle 5: Haufigkeitsanalyse klinischer Parameter des Kollektivs

n = 1371 Patienten

n
Geschlecht: M/F 798/573
Raucher 465
Ex-Raucher 289
Nichtraucher 601
KHK 227
pAVK 60
Diabetes mellitus Typ 2 129
arterieller Hypertonus 304
Hypercholesterinamie 639
Hypertriglyceridamie 37
gem. Hyperlipoproteinamie 695
1) Hypercholesterindmie (HChol)= 6001
500-
Cholesterin > 200 mg/dl, Triglyceride < 180 mg/dI 4004
2) Hypertriglyceridédmie (HTG)= 300
Triglyceride > 180 mg/dl, Cholesterin < 200 mg/dl 200+
3) gem. Hyperlipoproteindmie= 1007 -
Cholesterin > 200 mg/dl + Triglyceride > 180 mg/dl O horHTG

O Manner

B Frauen
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Tabelle 6: Mittelwertanalyse und Standardabweichungen von Alter, Body mass index (BMI)

und Laborwerten, Mediane von Triglyceriden und Lp(a)

n=1371 Patienten

insgesamt Manner Frauen
Alter (Jahre) 45,45 + 13,5 45,3+ 11,8 45,7+ 15,5
BMI (kg/m?) 26,43 +4,0 27,13+ 3,5 25,46+ 4,5
Gesamt-c (mg/dl) 281 £ 110 273 £ 106 291 + 116
Triglyceride(mg/dl) 183 255 132
LDL-c (mg/dl) 184 + 69 176 + 66 193172
HDL-c (mg/dl) 48 + 18 41+13 57 + 20
Lp(a) (mg/dI) 8 6 12

Die wichtigsten Erkenntnisse der Tabellen 5 und 6 sowie der Graphik 1 sind
folgende: Es befinden sich in der Datenbank 225 mehr Manner als Frauen, d.h.
58,2% der Patienten sind mannlich, 41,8% weiblich. Bei den Mannern liegen deutlich
haufiger gemischte Hyperlipoproteinamien oder Hypertriglyceridamien vor,
wohingegen Frauen typischerweise reine Hypercholesterinamien aufweisen.
Dementsprechende geschlechtsabhangige Mittelwertunterschiede in den jeweiligen
Lipidwerten zeigt Tabelle 5. AuRerdem findet sich hier ein deutlich hdherer Lp(a)-
Median bei den Frauen. Bei 227 Patienten (16,6%) konnte eine KHK nachgewiesen
werden bzw. war bereits zum Zeitpunkt des ersten Besuchs bekannt. 304 Patienten
(22,2%) leiden an einem arteriellen Hypertonus, 129 Patienten (9,4%) sind an einem

Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt.
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Tabelle 7: Haufigkeitsanalyse der untersuchten Genvarianten

| Apo E | 3/3 | 3/4 | 4/4

| n=1361 | 720 (52,9%) | 400 (29,4%) | 54 (4%)
| | 2/3 | 2/4 |

| | 143 (10,5%) | 44 (3,2%) |

| LPL -93tg | tt | tg | ag

| n=1019 | 970 (95,2%) | 48 (4,7%) | 1(0,1%)
| LPL S447X | SS | SX | XX

| n=979 | 857 (87,5%) | 115 (11,7%) | 7 (0,7%)
| LPL DN | DD | DN | NN

| n=1117 | 1072 (96%) | 44 (3,9%) | 1(0,1%)
| LPL N291S | NN | NS | SS

| n=1173 | 1098 (93,6%) | 67 (5,7%) | 8 (0,7%)
| ABCA 1 | RR | RK | KK

| n=452 | 250 (55,3%) | 170 (37,6%) | 32 (7,1%)
| CETP | B1B2 | B1B1 | B2B2

| n=429 | 216 (50,3%) | 146 (34%) | 67 (15,6%)
| PPARa | LL | LV | vV

| n=383 | 335 (87,5%) | 46 (12%) | 2 (0,5%)
| PPARy | PP | PA | AA

| n=251 | 184 (73,3%) | 65 (25,9%) | 2 (0,8%)
| Apo A5 | TT | TC | cC

| n=378 | 303 (80,2%) | 66 (17,5%) | 9 (2,4%)
| HL | cc | ct | tt

| n=509 | 278 (54,6%) | 208 (40,9%) | 23 (4,5%)

Wie aus Tabelle 7 zu entnehmen ist, lag zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht flr
jeden Patienten ein kompletter Status der interessierenden Kandidatengene vor.
Lediglich das ApoE sowie die verschiedenen LPL-Polymorphismen sind nahezu bei
jedem Patienten untersucht worden. Bei der Bildung der Modelle fir die logistische
Regression werden diese Fallzahlunterschiede deutlich und bei einigen Genen bleibt
die Analyse dadurch auf die univariate Statistik in Form des Chi-Quadrat-Tests bzw.
des exakten Fisher-Tests beschrankt. Durch die vorangehende
Zusammenhangsanalyse finden die etablierten Risikofaktoren jedoch auch bei der
Untersuchung dieser Gene Berucksichtigung. Da aul3erdem die Fallzahlen in einigen
Untergruppen fur eine sinnvolle statistische Auswertung zu gering sind, werden
Genvarianten zu groReren Gruppen zusammengefasst. Ublicherweise werden
hierbei homozygote und heterozygote Trager des selteneren Allels

zusammengefasst. Dies betrifft konkret folgende Genvarianten:
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1) ApoE: 3/4 + 4/4 = *4 2) LPL -93tg: tg+gg = *g
3) LPL S447X: SX + XX = *X 4) LPL DON: DN + NN = *N
5) LPL N291S: NS + SS = *S 6) ABCA1: RK + KK = *K
7) PPARo: LV + VV = *V 8) PPARy: PA + AA = *A
9) ApoA5: TC + CC = *C 10) HL: ct + tt = *t

3.2 Untersuchung klassischer Risikofaktoren

Tabelle 8: Univariate Analyse klassischer RF mittels Chi-Quadrat- bzw. Mann-Whitney-Test

KHK n=227 @ KHK n=1144 p
Alter (Jahre) 54,5 43,7 <107
Geschlecht m/w 157/70 641/503 <107
Raucher (%) 25,2 36,1 0,266
Ex-Raucher (%) 38,3 17,7 <10
art. Hypertonus (%) 48,9 20,9 <10
DM Typ 2 (%) 24 7,9 <107
Gesamtchol. (mg/dl) 284 + 166 280 + 96 0,648
Triglyceride (mg/dl) 210 176 0,041
LDL-c (mg/dl) 175 £ 80 186 + 66 0,046
HDL-c (mg/dl) 43,3 +17 49 + 18 <107
Lp(a) (mg/dl) 17 7 <10

Die Tabelle 8 zeigt einen hochsignifikanten Einfluss der klassischen Risikofaktoren
Alter, mannliches Geschlecht, Hypertonus, Diabetes mellitus Typ 2, HDL-Cholesterin
sowie des Lp(a) und einen knapp signifikanten Einfluss der Triglyceride auf die KHK.
Fir das Rauchen kann bei dem untersuchten Patientengut dieser Einfluss nicht
gezeigt werden. Die KHK-Pravalenz ist dagegen unter den Ex-Rauchern am
héchsten. (siehe hierzu Diskussion). Auch das Gesamtcholesterin erscheint nicht als
signifikanter Einflussfaktor der KHK in diesem Kollektiv. Das LDL-c ist sogar in der
Patientengruppe ohne KHK signifikant héher als in der KHK-Gruppe (siehe hierzu

Diskussion).
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3.3 Ergebnisse der univariaten Analyse

3.3.1 PPARa

In der Zusammenhangsanalyse konnte fur PPARa ein Zusammenhang mit den

Lipidwerten Gesamtcholesterin und LDL-c nachgewiesen werden:
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Boxplot 1 zeigt eine signifikante Erhéhung des Gesamtcholesterin bei *V-Alleltragern

im Vergleich zu den LL-Tragern, der p-Wert betragt 0.012. Boxplot 2 zeigt eine

signifikante Erhéhung des LDL-c bei *V-Alleltragern, der p-Wert betragt hier 0.023.

Ein moglicher Einfluss auf die KHK wird aufgrund der niedrigen Fallzahlen mittels

univariater Analyse in Form des exakten Fisher-Tests untersucht. Die klassischen RF

wurden in der vorangegangenen Zusammenhangsanalyse berucksichtigt. Hierbei

fanden sich auler bei den Lipidwerten keinerlei Abhangigkeiten von der Genvariante.

Tabelle 9: KHK-Haufigkeitsanalyse und p-Wert aus exaktem Fisher-Test fliir PPARa

PPARa (n=383) KHK & KHK
LL (n=335) 46 (13.7%) 289 (86.3%)
*\/ (n=48) 6 (12.5%) 42 (87.5%)
p=1.000

Es kann fur das vorliegende Patientenkollektiv keinerlei Einfluss des L162V-

Polymorphismus auf die KHK gezeigt werden. Mit 13.7% bei den LL-Tragern und
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12.5% bei den *V-Tragern ist die KHK in beiden Gruppen kaum unterschiedlich
haufig, der p-Wert betragt 1.000.

3.3.2 PPARy

In der Zusammenhangsanalyse konnte eine Abhangigkeit der Lipidwerte HDL-c und

LDL-c vom P12A-Polymorphismus des PPARy-Gens gezeigt werden:
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Boxplot 3 zeigt eine signifikante Erhdhung des HDL-c bei den PP-Tragern im
Vergleich zu den *A-Tragern, der p-Wert betragt 0.042. Boxplot 4 zeigt ebenfalls eine
signifikante Erhéhung diesmal des LDL-c bei den PP-Tragern, der p-Wert betragt
0.033.

Der P12A-Polymorphismus des PPARy-Gens wird in seinem moglichen Einfluss auf

die KHK ebenfalls durch den exakten Fisher-Test untersucht:

Tabelle 10: KHK-Haufigkeitsanalyse und p-Wert aus exaktem Fisher-Test fir PPARy

PPARy (n=251) KHK & KHK
PP (n=184) 21 (11.4%) 163 (88.6%)
*A (n=67) 7 (10.4%) 60 (89.6%)

p=1.000



Ergebnisse 46

Auch hier kann fur das vorliegende Patientenkollektiv keinerlei Einfluss des P12A-
Polymorphismus auf die KHK gezeigt werden. Mit 11.4% bei den PP-Tragern und
10.4% bei den *A-Tragern ist die KHK in beiden Gruppen etwa gleich haufig, der p-
Wert betragt 1.000.

3.3.3 LPL D9N und LPL -93tg

In der Zusammenhangsanalyse fanden sich keinerlei signifikante Abhangigkeiten der
Lipidwerte vom D9N- oder vom -93tg-Polymorphismus des Lipoproteinlipase-Gens.
Bei der Untersuchung eines moglichen Einflusses auf die KHK liefert der exakte
Fisher-Test einen p-Wert von 0.413 fir LPL DON und einen p-Wert von 0.844 fur LPL
-93tg.

Tabelle 11: KHK-Haufigkeitsanalyse und p-Wert aus exaktem Fisher-Test fur LPL DIN

LPL DN (n=1117) KHK & KHK
DD (n=1072) 170 (15.9%) 902 (84.1%)
*N (n=45) 9 (20.0%) 36 (80.0%)
p=0.413

Zwar zeigen die *N-Trager mit einem Anteil von 20% eine hohere KHK-Haufigkeit als
die DD-Trager mit einem Anteil von 15.9% (es ergibt sich eine Odds Ratio von 1.26),
jedoch erreicht dieser Unterschied nicht das vorgegebene Signifikanzniveau von
0.05. Der p-Wert betragt 0.413.

Tabelle 12: KHK-Haufigkeitsanalyse und p-Wert aus exaktem Fisher-Test fur LPL -93tg

LPL -93tg (n=1019) KHK & KHK
tt (n=970) 154 (15.9%) 816 (84.1%)
*g (n=49) 8 (16.3%) 41 (83.7%)
p=0.844

Auch beim LPL -93tg-Polymorphismen zeigen sich kaum Unterschiede der KHK-
Haufigkeit in den beiden Gruppen tt-Trager und *g-Trager. Es ergibt sich lediglich ein
p-Wert von 0.844.
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3.3.4 LPL N291S

In der Zusammenhangsanalyse zeigte sich ein Einfluss des N291S-Polymorphismus

auf die Lipidwerte HDL-c, Triglyceride und Lp(a):
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Boxplot 5 zeigt signifikant hdhere HDL-c-Werte bei den NN-Tragern im Vergleich zu
den *S-Tragern, es ergibt sich ein p-Wert von 0.001. Boxplot 6 zeigt die zu
Darstellungszwecken logarithmisch transformierten Triglyceride. Diese sind bei den
*S-Tragern mit einem p-Wert von < 107 signifikant héher als bei den NN-Tréagern.
Das ebenfalls logarithmisch transformierte Lp(a) ist im vorliegenden Kollektiv bei den
NN-Tragern hoher als bei den *S-Tragern, der p-Wert hierflr betragt 0.033.



Ergebnisse 48

Der KHK-Einfluss, der erneut mittels exaktem Fisher-Test untersucht wird, liefert

folgendes Ergebnis:

Tabelle 13: KHK-Haufigkeitsanalyse und p-Wert aus exaktem Fisher-Test fir LPL N291S

LPL N291S KHK @ KHK
(n=1173)
NN (n=1098) 178 (16.2%) 920 (83.8%)
*S (n=75) 9 (12.0%) 66 (88.0%)
p=0.416

Es zeigt sich eine hohere Pravalenz der KHK bei Patienten mit NN-Tragerstatus im
Vergleich zu den *S-Tragern mit einer Odds Ratio von 1.35. Mit einem p-Wert von
0.416 ist dieser Haufigkeitsunterschied jedoch nicht signifikant, so dass erneut

keinerlei Einfluss des untersuchten Gens auf die KHK nachgewiesen werden kann.

3.3.5 ApoA5

In der Zusammenhangsanalyse konnte ein Einfluss des -1131 T>C-Polymorphismus

im ApoA5-Gen auf das LDL-c und auf die Triglyceride nachgewiesen werden:
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Boxplot 8 zeigt signifikant hdhere LDL-c-Werte bei den TT-Tragern im Vergleich zu
den *C-Tragern, der p-Wert betragt 0.015. Ein umgekehrtes Bild zeigt sich bei den
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logarithmisch transformierten Triglyceriden. Hier finden sich hohere Werte bei den

*C-Tragern gegentiber den TT-Tragern. Es ergibt sich ein p-Wert von 0.031.

Im Hinblick auf das KHK-Risiko ergibt sich fir Apo A5 folgende Tabelle mit einem im

exakten Fisher-Test ermittelten p-Wert von 1.000:

Tabelle 14: KHK-Haufigkeitsanalyse und p-Wert aus exaktem Fisher-Test fur Apo A5

Apo A5 (n=378) KHK & KHK
TT (n=303) 43 (14.2%) 260 (85.8%)
*C (n=75) 10 (13.3%) 65 (86.7%)
p=1.000

Wie bereits bei den zuvor untersuchten Genen kann auch fur den -1131 T>C-
Polymorphismus im Apo A5-Gen kein signifikanter Einfluss auf die Entwicklung einer
KHK gezeigt werden. Mit 14.2% und 13.3% sind die Haufigkeitsunterschiede der

KHK zwischen den TT-Tragern und den *C-Tragern zu gering.

3.4 Ergebnisse der logistischen Regression

Die nun folgenden Polymorphismen epsilon (ApoE), S447X (LPL), R219K (ABCA1),
TaqlB (CETP) und -480 c>t (HL) wurden aufgrund der ausreichenden Fallzahlen

mittels logistischer Regressionsanalyse untersucht.

Zunachst war es hierfur notwendig, fur die Gene passende Basismodelle zu
entwickeln. In der statistischen Literatur finden sich viele verschiedene Strategien
zum Thema Modellbildung und Variablenauswahl bei der logistischen Regression.
Anzustreben ist hierbei eine Synthese aus medizinischer Kenntnis einerseits und
statistischen Bedingungen andererseits. Im Basismodell tauchen daher alle
Variablen auf, die als medizinisch sinnvoll und statistisch geeignet erscheinen, um
die koronare Herzerkrankung vorherzusagen bzw. das Risiko einzuschatzen. Im Chi-
Quadrat- und im Mann-Whitney-Test als univariate statistische Analyseverfahren
konnten die Parameter Alter, mannliches Geschlecht, arterieller Hypertonus,
Diabetes mellitus, Lp(a), HDL-c und Triglyceride als Faktoren mit signifikantem

Einfluss auf die KHK bestatigt werden. Die Faktoren Rauchen, Gesamt- und LDL-
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Cholesterin hingegen erscheinen fir das vorliegende Patientenkollektiv nicht
geeignet, um das KHK-Risiko zu stratifizieren. Im ersten Schritt wurden deshalb
gemal den Ergebnissen der univariaten Analyse alle fur das Kollektiv relevanten

Risikofaktoren ins Modell eingefuhrt:

Tabelle 15: Basismodellentwicklung fur die logistische Regressionsanalyse

Signifikanz Exp (B)=0Odds 95% KI fur Exp
Merkmal Referenzgruppe p-Wert (B)

Alter <10° 1.08 1.06 — 1.10
Geschlecht weiblich 0.002 2.11 1.31-3.39
Hypertonus  kein Hypert. <10? 2.08 1.39-3.13
Diabetes kein DM 0.075 1.66 0.95-2.88

Lp(a) <10? 1.02 1.01-1.02

HDL-c <10° 0.97 0.96 — 0.99
Triglyceride 0.633 1.00 1.00 - 1.00
Konstante <107 0.00

Im ersten Schritt der logistischen Regressionsanalyse zeigt Tabelle 15, dass die — in
der univariaten Analyse signifikanten - Faktoren Diabetes mellitus und Triglyceride
keinen p-Wert unter 0.05 mehr erreichen. Das nun entstandene Basismodell wird ftr
die Analyse von ApoE und LPL S447X benutzt.

3.4.1 ApoE

In der Zusammenhangsanalyse zeigte sich eine Abhangigkeit der Triglyceride und

des HDL-c vom ApoE-Tragerstatus:
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Gegenuber den ApoE 3/3-Tragern finden sich signifikante Erhéhungen der
Triglyceride (logarithmisch transformiert) bei den Patienten, die das &2-Allel tragen,
der p-Wert betrdgt < 10°. Das HDL-c hingegen erscheint bei den Patienten mit */2
oder 2/4-Genstatus gegenuber den ApoE 3/3-Tragern erniedrigt, der p-Wert hierfur
betragt 0.005.

Der mdgliche Einfluss des epsilon-Polymorphismus auf die Entwicklung einer KHK

liefert in der logistischen Regression folgendes Ergebnis:

Tabelle 16: Logistische Regression fir den Zusammenhang von ApoE epsilon und KHK

Signifikanz Exp (B)= 95% KI fir
Merkmal Referenzgruppe p Odds Ratio Exp (B)
Alter <107 1.081 1.062 - 1.099
Geschlecht weiblich 0.002 2.033 1.310-3.157
Hypertonus  Hypertoniker <107 0.439 0.300 - 0.641
Lp(a) <107 1.017 1.013-1.022
HDL-c <10° 0.969 0.957 - 0.982
ApoE
ApoE */4 ApoE 3/3 0.499 0.871 0.584 - 1.299
ApoE 2/3 ApoE 3/3 0.182 0.648 0.342 - 1.225
ApoE 2/4 ApoE 3/3 0.073 0.247 0.054 - 1.140
Konstante <10° 0.012

Alter, mannliches Geschlecht, arterieller Hypertonus, Lp(a)-Erh6hungen und niedrige
HDL-Werte erscheinen in der logistischen Regression als signifikante
Einflussfaktoren der KHK. Tabelle 16 zeigt, dass keine der ApoE-Varianten im
Vergleich zu den als Referenzgruppe benutzten ApoE 3/3-Tragern ein signifikant
verandertes KHK-Risiko aufweist. Au3er an den p-Werten von 0.499 fur */4-Trager,
0.182 fur 2/3-Trager und 0.073 fur 2/4-Trager ist dies am angegeben
Konfidenzintervall fur den Exponenten(B) zu erkennen. Bei allen 3 Genvarianten ist
die 1.000 im Intervall mit eingeschlossen, was bedeutet, dass die Odds Ratio im

Vergleich zur Gruppe der 3/3-Trager unverandert bleiben kann.

Zur Plausibilitatskontrolle sollte man sich die Ergebnisse der Haufigkeitsanalyse flr

die KHK in Abhangigkeit vom ApoE-Status vor Augen fuhren:
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Tabelle 17: KHK-Haufigkeitsanalyse fir ApoE

ApoE (n=1361) KHK @ KHK
3/3 (n=720) 122 (16.9%) 598 (83.1%)
*4 (n=454) 79 (17.4%) 375 (82.6%)
2/3 (n=143) 22 (15.4%) 121 (84.6%)
2/4 (n=44) 3 (6.8%) 41 (93.2%)

Die Ergebnisse der logistischen Regression erscheinen vor dem Hintergrund der
Haufigkeitsverteilung plausibel. Die meisten KHK-Patienten finden sich mit einem
Anteil von 17.4% zwar in der Gruppe der */4-Alleltrager, jedoch besteht kaum ein
Unterschied zur 3/3-Tragergruppe, bei denen der Anteil der KHK-Patienten 16.9%
betragt. Die Gruppe der 2/4 weist einen niedrigeren Anteil an KHK-Patienten auf.
Von den allerdings nur vorhandenen 44 Patienten sind 3 Patienten von einer KHK
betroffen. Dennoch bleibt auch hier die Aussage bestehen, dass der ApoE-
Tragerstatus im vorliegenden hyperlipamischen Kollektiv keinen signifikanten

Einfluss auf die Entwicklung einer KHK zeigt.

3.4.2 LPL S447X

Fir den Polymorphismus S447X des LPL-Gens kann in der Zusammenhangsanalyse

ein Einfluss auf die Hohe der Triglyceride und des HDL-c gezeigt werden:
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Patienten mit dem *X-Tragerstatus unterscheiden sich von den SS-Tragern durch
signifikant niedrigere Triglyceride sowie signifikant hdhere Werte des HDL-c. Die p-
Werte betragen < 107 fir den Einfluss auf die Triglyceridwerte und 0.014 fiir den
Einfluss auf die HOhe des HDL-c.

Die Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs der KHK mit dem Tragerstatus
des LPL S447X-Polymorphismus liefert in der logistischen Regressionsanalyse

folgendes Ergebnis:

Tabelle 18: Logistische Regression fur den Zusammenhang von LPL S447X und KHK

Signifikanz Exp (B)= 95% KI fur
Merkmal Referenzgruppe p Odds Ratio Exp (B)

Alter <10° 1.081 1.062 - 1.099
Geschlecht weiblich 0.002 2.033 1.310-3.157
Hypertonus  Hypertoniker <10? 0.439 0.300 - 0.641

Lp(a) <10? 1.017 1.013-1.022

HDL-c <10° 0.969 0.957 - 0.982
LPL S447X SS 0.356 1.353 0.712 - 2.572
Konstante <10° 0.012

Auch hier erscheinen die Parameter Alter, mannliches Geschlecht, arterieller
Hypertonus, Lp(a)-Erhéhungen und niedrige HDL-Werte in der logistischen
Regression als signifikante Einflussfaktoren der KHK. Tabelle 10 zeigt flr LPL S447X
einen p-Wert von 0.356. Ein Einfluss dieses Polymorphismus auf die Entstehung

einer KHK kann demnach fur das vorliegende Kollektiv nicht nachgewiesen werden.

Als Plausibilitatskontrolle dient wiederum die Betrachtung des Ergebnisses der

Haufigkeitsanalyse:

Tabelle 19: KHK-Haufigkeitsanalyse fur LPL S447X

LPL S447X KHK & KHK
(n=979)

SS (n=857) 132 (15.4%) 725 (84.6%)

*X (n=122) 21 (17.2%) 101 (82.8%)

Die Haufigkeitsanalyse zeigt mit 17.2% einen héheren Anteil an KHK-Patienten unter
den Tragern des X-Allels im Vergleich zu den Patienten mit SS-Genstatus, bei denen
ihr Anteil 15.4% betragt. Der p-Wert von 0.356, den die logistische Regression ergibt,

lasst sich mit dieser Haufigkeitsverteilung vereinbaren. Somit bleibt flir das LPL-Gen
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und den S447X-Polymorphismus festzuhalten, dass flur das vorliegende

Patientenkollektiv kein Zusammenhang mit der KHK nachgewiesen werden kann.

Fir die im Folgenden untersuchten Gene ABCA1, CETP und HL wird ebenfalls eine
logistische Regressionsanalyse durchgefuhrt. Da hierbei die Fallzahlen jedoch
niedriger sind als bei den zuvor analysierten Genen ApoE und LPL S447X, ist die

Entwicklung eines neuen Basismodells notwendig.

Je mehr unabhangige Variablen in ein logistisches Modell aufgenommen werden,
desto instabiler wird das Modell. Die GroRe der geschatzten Standardfehler und die
Abhangigkeit von der Gute des erhobenen Datensatzes nehmen zu [79]. Mit
sinkenden Fallzahlen wird es demnach fur die Statistik immer schwieriger, moglichst
alle klinisch relevanten Variablen im Modell beizubehalten. Das fir die Gene ABCA1,
CETP und HL resultierende Basismodell beinhaltet nur noch die Variablen Alter,
HDL-c und Lp(a). Alle anderen klinisch relevanten Parameter wie der Hypertonus
und das Geschlecht besitzen fir die Untersuchung dieser drei Gene keine
statistische Bedeutung, sondern flhren zu einer zunehmenden Instabilitdt des
Modells.

3.4.3 ABCA1

In der Zusammenhangsanalyse finden sich keinerlei Abhangigkeiten des ABCA1
R219K-Polymorphismus mit anderen Parametern der Datenbank inklusive der
gemessen Lipidwerte. Die Untersuchung des Einflusses auf die KHK zeigt in der

logistischen Regression folgendes Ergebnis:

Tabelle 20: Logistische Regression fir den Zusammenhang von ABCA1 R219K und KHK

Signifikanz Exp (B)= 95% KI fir
Merkmal Referenzgruppe p Odds Ratio Exp (B)
Alter <107 1.090 1.060 — 1.121
Lp(a) 0.007 1.011 1.003 - 1.019
HDL-c 0.001 0.964 0.943 -0.985
ABCA1
R219K *K 0.175 1.542 0.825 - 2.883
Konstante <10° 0.006

Die Parameter Alter, Lp(a) und HDL-c erscheinen in der logistischen Regression als
signifikante RF der KHK. Mit einem p-Wert von 0.175 erreicht auch der R219K-

Polymorphismus keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung einer KHK fir das
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vorliegende Patientenkollektiv. Erneut wird zur Plausibilitdtskontrolle das Ergebnis

der Haufigkeitsanalyse herangezogen:

Tabelle 21: KHK-Haufigkeitsanalyse fir ABCA1 R219K

ABCA1 R219K KHK @ KHK
(n=452)
RR (n=250) 39 (15.6%) 211 (84.4%)
*K (n=202) 21 (10.4%) 181 (89.6%)

In der Haufigkeitsanalyse ist ein Unterschied der KHK-Frequenz in den beiden
Gruppen durchaus nachweisbar. Mit 15.6% sind die KHK-Patienten in der Gruppe
der RR-Trager zu finden, hingegen mit einem Anteil von lediglich 10.4% in der
Gruppe der Trager des K-Allels. In der logistischen Regressionsanalyse ist dieses
Ungleichgewicht durchaus nachzuvollziehen. Die Odds Ratio betragt fur RR-Trager
1.542 im Vergleich zu den *K-Tragern. Der p-Wert von 0.175 ist niedrig, erreicht
jedoch nicht das vorgegebene Signifikanzniveau von 0.05. Es bleibt also
festzuhalten, dass fur das vorliegende Kollektiv kein signifikanter Einfluss des
R219K-Polymorphismus im ABCA1-Gen auf die KHK-Genese gezeigt werden kann,

obgleich ein selteneres Auftreten der KHK bei den *K-Tragern zu finden ist.

3.4.4 Hepatische Lipase

In der Zusammenhangsanalyse zeigt sich ein Einfluss des -480 c>t-Polymorphismus
im HL-Gen auf die Héhe des HDL-c:
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Im Vergleich der cc-Trager mit den *t-Tragern findet sich ein signifikanter Mittelwert-
unterschied des HDL-c. *t-Trager weisen durchschnittlich héhere HDL-Werte auf. Der
p-Wert hierfur betragt 0.045.

Die logistische Regression zur Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs des

-480 c>t-Polymorphismus mit der KHK liefert folgendes Ergebnis:

Tabelle 22: Logistische Regression flr den Zusammenhang von HL -480c>t und KHK

Signifikanz Exp (B)= 95% KI fiir
Merkmal Referenzgruppe p Odds Ratio Exp (B)
Alter <107 1.081 1.055 - 1.108
Lp(a) 0.002 1.012 1.005 - 1.019
HDL-c <107 0.961 0.942 — 0.980
HL -480c>t cc 0.377 0.772 0.434 — 1.372
Konstante <107 0.016

Die logistische Regression zeigt signifikante p-Werte fur die im Modell enthalten
etablierten Parameter Alter, Lp(a) und HDL-c. Der -480 c>t-Polymorphismus des HL-
Gens erreicht mit einem p-Wert von 0.377 keinen signifikanten Einfluss auf die
Entwicklung einer KHK. Als Plausibilitatskontrolle dient erneut die Betrachtung der

Haufigkeitsanalyse:

Tabelle 23: KHK-Haufigkeitsanalyse fur HL -480c>t

HL -480 c>t KHK @ KHK
(n=509)

cc (n=278) 42 (15.1%) 236 (84.9%)

*t (n=231) 27 (11.7%) 204 (88.3%)

Die KHK ist mit einem Anteil von 15.1% haufiger in der Gruppe der cc-Trager zu
finden. Hingegen betragt ihr Anteil in der Gruppe der *t-Trager lediglich 11.7%.
Daraus ergibt sich in der logistischen Regression eine Odds Ratio von 0.772. Die
vorliegenden Haufigkeitsunterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant. Ein
Einfluss auf die KHK-Entstehung ist demnach flir den -480 c>t-Polymorphismus beim

vorliegenden Patientenkollektiv nicht nachweisbar.
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3.4.5 CETP

Die Zusammenhangsanalyse zeigt keinerlei Abhangigkeiten der verschiedenen
Datenbankparameter inklusive der Lipidwerte mit dem TaqlB-Polymorphismus. Die
logistische Regression liefert fiir die Uberprifung eines mdglichen Zusammenhangs

mit der KHK-Entstehung folgendes Ergebnis:

Tabelle 24: Logistische Regression fiir den Zusammenhang von CETP TaqlB und KHK

Signifikanz Exp (B)= 95% KI fiir

Merkmal Referenzgruppe p Odds Ratio Exp (B)

Alter <107 1.090 1.059 — 1.123

Lp(a) <107 1.015 1.007 — 1.023

HDL-c <107 0.936 0.912 — 0.961

CETP

TaqlB

B1B2 B2B2 0.852 1.092 0.433 - 2.753

B1B1 B2B2 0.104 0.546 0.264 — 1.132
Konstante <107 0.032

Tabelle 24 zeigt die etablierten Faktoren Alter, Lp(a) und HDL-c als signifikante
EinflussgroRen der KHK-Entwicklung. Bei der Beurteilung des CETP TaqlB-
Polymorphismus dienen die B2B2-Trager als Referenzgruppe. Ein signifikanter
Zusammenhang mit der KHK kann fir den untersuchten Polymorphismus nicht
gezeigt werden. Die B1B2-Trager weisen eine Odds Ratio von 1.092 und einen p-
Wert von 0.852 auf, die B1B1-Trager eine Odds Ratio von 0.546 und einen p-Wert
von 0.104. Die Haufigkeitsanalyse zeigt folgende Verteilung:

Tabelle 25: KHK-Héaufigkeitsanalyse fur CETP TaqlB

CETP TaqIB (n=429) KHK @ KHK
B2B2 (n=67) 9 (13.4%) 58 (86.6%)
B1B2 (n=216) 34 (15.7%) 182 (84.3%)
B1B1 (n=146) 16 (11.0%) 130 (89.0%)

Die Ergebnisse der logistischen Regression erscheinen vor dem Hintergrund der
Haufigkeitsanalyse plausibel. Die KHK ist am haufigsten anzutreffen bei B1B2-
Tragern, danach folgen die als Referenzgruppe dienenden B2B2-Trager. Mit 11.0%
ist die KHK am seltensten bei den B1B1-Tragern zu finden. Diese

Haufigkeitsunterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant, so dass ein
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Zusammenhang des CETP TaqlB-Polymorphismus mit der Entstehung einer KHK flr

das vorliegende Patientenkollektiv nicht nachgewiesen werden kann.
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4 Diskussion

Die KHK zeigt einen starken Zusammenhang mit Erkrankungen wie dem arteriellen
Hypertonus, dem Diabetes mellitus und den verschiedenen
Fettstoffwechselstorungen. Daruber hinaus beeinflussen Lebensgewohnheiten wie
ein Nikotinabusus sowie biologische Parameter wie das Geschlecht und das Alter
den Prozess der Atherosklerose, die die wesentliche Ursache der KHK darstellt.
Diese genannten Parameter sind in ihrem Einfluss auf die KHK lange bekannt und

werden als klassische Risikofaktoren bezeichnet.

In dieser Arbeit wurden genetische Komponenten hinsichtlich eines madglichen
Zusammenhangs mit der KHK untersucht. 11 Polymorphismen aus 8
Kandidatengenen wurden hierzu analysiert. Es galt dabei herauszufinden, ob sie
einen unmittelbaren Einfluss auf die KHK besitzen oder ob sie diesen Uber die
klassischen Risikofaktoren ausiben kénnen. Bei den untersuchten Polymorphismen
handelt es sich vor allem um solche, fir die Zusammenhange mit den Lipidwerten
beschrieben werden und die daher in Verdacht stehen, Uber eine Veranderung des

Lipidprofils auf die KHK-Genese einzuwirken.

Die klinische Relevanz dieser Arbeit liegt in der Beurteilung des KHK-Risikos von
Patienten. Um das 10-Jahres-Risiko eines Patienten einzuschatzen, werden
Punktebdgen benutzt, die auf den Erkenntnissen der Framingham-Studie basierend
die klassischen Risikofaktoren berlcksichtigen und bewerten. Jedem erreichten
Punktwert kann dann das KHK-Risiko in Prozent fur die nachsten 10 Jahre
zugeordnet werden. Ein solcher Punktebogen findet sich im Teil "Material und
Methoden’. Genetische Komponenten finden bei der Beurteilung bislang keine
Berucksichtigung. Ob dies flir die hier untersuchten Gene bzw. Polymorphismen

gerechtfertigt oder notwendig sein kann, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

4.1 Besonderheiten des Kollektivs

Das Kollektiv, das zur Beantwortung der geschilderten Fragestellung herangezogen
wurde, besteht aus 1371 Patienten, die allesamt aufgrund einer bestehenden
Hyperlipoproteindmie die Lipidambulanz des UKE besuchen. Dieser Sachverhalt

zeigt bereits, dass es sich demnach nicht um einen Ausschnitt der
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Normalbevolkerung handeln kann, sondern dass die Patienten aufgrund ihrer
Hyperlipoproteindmie bereits einer Hochrisikogruppe im Hinblick auf die KHK
angehoéren. Demzufolge sind z.B. die gefundenen Mittelwerte der verschiedenen
Lipidwerte nicht vergleichbar mit denen der Normalbevodlkerung. Auch die
Haufigkeitsverteilung der Genvarianten sieht in diesem Kollektiv anders aus. Wenn
namlich eine Genvariante mit erhdhten Lipidwerten in Zusammenhang steht, so ist
zu erwarten, dass diese in dem vorliegenden Kollektiv haufiger anzutreffen ist als in
der Normalbevolkerung, solche Genvarianten, die mit niedrigeren Lipidwerten

verbunden sind, hingegen seltener.

4.1.1 Raucherstatus und KHK

Die hochste KHK-Pravalenz zeigt sich im vorliegenden Kollektiv bei den Ex-
Rauchern, wohingegen sie sich bei den Nichtrauchern und den Rauchern kaum
unterscheidet. Dies scheint im Widerspruch zur etablierten Einschatzung des
Rauchens als wichtigen Risikofaktor zu stehen. Dass das Rauchen einen Einfluss
auf die KHK hat, soll mit dieser Arbeit jedoch keineswegs bestritten werden.
Rauchen ist ein anerkannter Risikofaktor der KHK, was in zahlreichen Studien
hinreichend gezeigt werden konnte [26, 27, 28, 29].

FUr diesen scheinbaren Widerspruch gibt es zweierlei Ursachen. Zum einen besteht
— wie aus der Zusammenhangsanalyse hervorgeht — eine Interaktion zwischen dem
Raucherstatus und dem Alter. Die typische Raucherkarriere beginnt mit dem 18. —
20. Lebensjahr und endet zwischen 40 und 45 Jahren. Tatsachlich sind die Ex-
Raucher des Kollektivs mit einem Durchschnittsalter von 48.5 Jahren signifikant alter
als die Raucher, deren Durchschnittsalter 41.8 Jahre betragt. Das Durchschnittsalter
der Nichtraucher liegt bei 46.9 Jahren. Da das Alter ein starker Risikofaktor der KHK
ist, erklart dies ihre hohe Pravalenz in der Gruppe der Ex-Raucher. Anhand der
Daten nicht verifizierbar und doch sehr wahrscheinlich zweite Ursache fur die KHK-
Verteilung in Abhangigkeit vom Raucherstatus ist die Motivation fur die Aufgabe des
Rauchens. Die Diagnose einer KHK wirkt hier sicher als Antrieb, das Rauchen
aufzugeben. Der Schmerz sowie die Angst, die viele Patienten bei einem Angina
pectoris-Anfall versplren, fiihren oftmals zu einem Uberdenken und einer
Veranderung bisheriger Lebensgewohnheiten. Insofern ist der Ex-Raucherstatus die

Konsequenz einer KHK und nicht die KHK Konsequenz der Aufgabe des Rauchens.
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4.1.2 Gesamtcholesterin und KHK

Bei der Mittelwertanalyse der Lipidwerte fallt auf, dass sich das Gesamtcholesterin in
den Gruppen KHK-Patienten und Patienten ohne KHK im arithmetischen Mittel kaum
unterscheidet. Dies zeigt sich dann auch bei der univariaten Analyse der klassischen
KHK-Risikofaktoren, bei der der Mann-Whitney-Test das Gesamtcholesterin nicht als
EinflussgroRe der KHK bestatigen kann. Der p-Wert betragt 0.648. Von erhdhten
Cholesterinwerten ist jedoch — mit Ausnahme der Hypertriglyceridamie-Patienten,
deren Anteil 2.7 % betragt — das gesamte Kollektiv betroffen. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Gesamtcholesterin und KHK beim vorliegenden Kollektiv
wurde demnach eine andere Bedeutung haben als die Bestatigung einer Hyperlipo-
proteindmie als KHK-Risikofaktor. Die Aussage wiurde lauten, dass selbst in einem
hyperlipamischen Kollektiv die KHK-Pravalenz mit der Hohe des Gesamtcholesterins
korreliert. Es stellt sich die Frage, welche Patienten des Kollektivs besonders von
hohen Gesamtcholesterinwerten betroffen sind. In der Zusammenhangsanalyse
zeigte sich dabei eine Interaktion zwischen dem Gesamtcholesterin und dem
Geschlecht. Die Mittelwertanalyse zeigt, dass Frauen des Kollektivs signifikant
hdéhere Werte des Gesamtcholesterins als Manner erreichen (291 mg/dl gegenuber
273 mg/dl). Dies steht im Einklang damit, dass Frauen in unserem Kollektiv
typischerweise reine Hypercholesterinamien aufweisen, wahrend Manner eher
gemischte  Hyperlipoproteinamien  zeigen. = Dementsprechend  zeigt die
Mittelwertanalyse signifikant hohere Triglyceridwerte der Manner im Vergleich zu den
Frauen. Das Geschlecht wiederum zeigt einen starken Einfluss auf die KHK. Manner
sind signifikant haufiger von einer KHK betroffen als Frauen. Dies flhrt dazu, dass
beim Vergleich der KHK-Gruppe mit der Gruppe ohne KHK aufgrund der
Mannerdominanz in der KHK-Gruppe das Gesamtcholesterin nur noch geringfugig
hoéher ist (284 mg/dl gegenliber 280 mg/dl). Das Fehlen eines Zusammenhangs
zwischen KHK und Gesamtcholesterin ist damit ein spezifisches Phanomen des

Kollektivs.

4.1.3 LDL-c und KHK

Wie schon fur das Gesamtcholesterin konnte auch fir das LDL-c in der univariaten
Analyse kein Einfluss auf die KHK gezeigt werden. Das LDL-c war in der

Mittelwertanalyse sogar niedriger in der KHK-Gruppe als bei den Patienten ohne
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KHK (175 mg/dl gegenuber 186 mg/dl). Das LDL-c zeigt in der

Zusammenhangsanalyse eine starke Interaktion sowohl mit dem Gesamtcholesterin

als auch mit dem Geschlecht. Der Zusammenhang von Gesamt- und LDL-c ist lange
bekannt. Das LDL-c kann nach der Friedewald-Formel sogar aus dem
Gesamtcholesterin und bekannten Werten von HDL-c und Triglyceriden approximativ
berechnet werden: LDL-c = Gesamtcholesterin — Triglyceride / 5 — HDL-c. Der
Einfluss der Interaktion mit dem Geschlecht hat daher die gleichen Auswirkungen wie
schon fur das Gesamtcholesterin beschrieben. Manner des Kollektivs haben
signifikant niedrigere LDL-c-Werte, aber haufiger eine KHK. Daher ist das LDL-c in
der KHK-Gruppe niedriger als in der Gruppe ohne KHK. Der fehlende

Zusammenhang von LDL-c und KHK ist damit ein kollektivspezifisches Phanomen.

4.2 Lp(a)

Das Lp(a) wird in seiner Bedeutung als eigenstandiger KHK-Risikofaktor immer noch
kontrovers diskutiert. Der Trend geht jedoch in die Richtung, das Lp(a) als einen
solchen anzuerkennen [42,43,44]. Insbesondere gilt dies fir das Auftreten erhéhter
Lp(a)-Serumspiegel in Kombination mit weiteren Lipiderhéhungen wie vor allem
erhdohten Werten des LDL-c [80]. Besonders starke Assoziationen von Lp(a) und
KHK lieferten auf’erdem Studien, bei denen die Patienten von einer familidren
Hypercholesterinamie betroffen waren [81,82]. Eine weitere Studie zeigte eine starke
Zunahme des KHK-Risikos bei Patienten mit Lp(a)-Werten > 40 mg/dl und
gleichzeitiger Gesamtcholesterin/HDL-c — Ratio > 5.8 im Vergleich zu den Patienten

mit alleiniger Lp(a)-Erhdhung [83].

Beim vorliegenden Kollektiv finden sich deutliche Unterschiede des Lp(a)-Medians in
den Gruppen der KHK-Patienten und der Patienten ohne KHK (17mg/dl gegenuber
7mg/dl). Die univariate Analyse bestatigt mittels Mann-Whitney-Test diesen
Unterschied mit einem p-Wert von < 103 so dass das Lp(a) hier als KHK-
Risikofaktor zu bewerten ist. Das Lp(a) fallt jedoch nicht nur in der univariaten
Analyse, bei der z.B. auch die Triglyceride einen p-Wert < 0.05 erreichen, als
signifikante EinflussgroRe der KHK auf. Auch bei der weiteren statistischen Analyse
und der Bildung der Basismodelle flir die multiple logistische Regression bleibt das
Lp(a) im Modell enthalten. Die Triglyceride hingegen erreichen schon im ersten

Schritt der multivariaten Analyse keine Signifikanz mehr. Je mehr unabhangige
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Variablen in ein logistisches Modell aufgenommen werden, desto instabiler wird das
Modell. Die GroRe der geschatzten Standardfehler und die Abhangigkeit von der
Gute des erhobenen Datensatzes nehmen zu [79]. Doch selbst bei der
Untersuchung der Gene ABCA1, HL und CETP, bei der aufgrund der geringeren
Fallzahlen, zahlreiche klinische Parameter wie z.B. das Geschlecht oder ein
arterieller Hypertonus aus dem Basismodell der logistischen Regression genommen
werden mussten, blieb das Lp(a) konstant signifikant. Es wurden weiterhin p-Werte
von 0.007, 0.002 und < 10™ erreicht.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Lp(a) fur das hier vorliegende hyperlipamische
Patientenkollektiv ein bedeutender KHK-Risikofaktor ist, der unabhangig vom
statistischen Auswertungsverfahren sowohl univariat als auch multivariat analysiert
durchgehend einen signifikanten Zusammenhang mit der KHK zeigt. Dies steht im
Einklang mit aktuellen wissenschaftlichen Studien, die das Lp(a) insbesondere bei
Patienten mit weiteren Stérungen im Bereich des Fettstoffwechsels als Risikofaktor
der KHK beschreiben.

4.3 Bewertung der Gene mit Schwerpunkt ApoE

Fir keinen der 11 untersuchten Polymorphismen konnte ein signifikanter
Zusammenhang mit der KHK im Sinne eines p-Wertes < 0.05 gezeigt werden. Die
Zusammenhangsanalyse lieferte allerdings zahlreiche Interaktionen der
Genvarianten mit den Lipidwerten. Eine direkte Abhangigkeit der KHK von den hier
analysierten genetischen Komponenten kann insofern nicht gezeigt werden; die
Einflussnahme erfolgt Uber ein verandertes Lipidprofil. Klinisch bedeutet dies, dass
es bei der KHK-Risikobewertung eines Patienten weiterhin ausreicht, die Lipidwerte
zu bepunkten. Dies sollte dabei unabhangig von einer mdglichen genetischen
Ursache der Lipiderhdhung, die im Bereich der in dieser Arbeit untersuchten Gene
liegen konnte, erfolgen.

Der Zusammenhang der KHK mit den verschiedenen Genotypen des ApoE wird
bereits seit Jahren bzw. Jahrzehnten untersucht. Erst kurzlich erschien hierzu eine
Meta-Analyse, die 48 relevante Studien, die im Zeitraum von 1966 bis Januar 2004
zu diesem Thema verdffentlicht worden sind, zusammenfassend bewertet [84].
Insgesamt beinhaltet diese Analyse Uber 15.000 Patienten und uber 30.000

Kontrollpersonen. Die 48 Studien liefern unterschiedliche Ergebnisse. Zumeist wird
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jedoch fur das e4-Allel ein erhdhtes KHK-Risiko im Vergleich zu den €3/3-Tragern
angegeben. Die Meta-Analyse, die durch aufwendige statistische Verfahren die
Qualitat und Vergleichbarkeit der Studien beurteilt, kommt letztendlich zu demselben
Ergebnis. Das &4-Allel ist mit einer signifikanten Erhdhung des KHK-Risikos
verbunden. In Abhangigkeit vom statistischen Modell betragt die Odds Ratio fur e4-
Trager verglichen mit den €3/3-Tragern 1.30 (classical random-effects model) mit
einem Konfidenzintervall von 1.18 — 1.43 bzw. 1.42 (Bayesian hierarchical random-
effects model) mit einem Konfidenzintervall von 1.26 — 1.61. Fir das €2-Allel kann

dagegen kein Zusammenhang mit der KHK gezeigt werden.

Ein derartiger Einfluss des ApoE-Genotyps auf die KHK kann fur das vorliegende
Kollektiv nicht gezeigt werden. Das ungunstigste Lipidprofil zeigen hier die g2-Trager,
die die hochsten Triglyceridwerte und die niedrigsten HDL-c-Werte aufweisen. Dies
ist bei der Haufigkeitsanalyse der KHK in Abhangigkeit vom ApoE-Genotyp jedoch
nicht nachweisbar. Die KHK-Pravalenz ist homogen verteilt, sie betragt 15.4% fir
€2/3-Trager, 16.9% fur £3/3-Trager und 17.4% fur €*/4-Trager. Die p-Werte betragen
0.648 fur die €2/3-Trager und 0.871 flr die €*/4-Trager.

In der Zusammenhangsanalyse findet sich eine Interaktion zwischen ApoE und dem
Geschlecht. Die €2/3-Trager des Kollektivs sind signifikant haufiger mannlich (12.8%
gegenuber 7.2% weiblichen Tragern), £3/3-Trager hingegen haufiger weiblich (56.9%
gegenuber 50.1% mannlichen Tragern). &¢*/4-Trager zeigen hingegen keine
signifikante Geschlechtsabhangigkeit (33.7% Manner gegeniber 32.9% Frauen).
Diese Interaktion des ApoE mit dem Geschlecht erklart jedoch keineswegs das
Ausbleiben des ¢4-Einflusses auf die KHK. Aufgrund der Frauendominanz in der
€3/3-Gruppe musste der Unterschied in der KHK-Pravalenz im Vergleich zu den

,geschlechtsneutralen® €*/4-Tragern sogar noch gréfRer sein.

Es lassen sich jedoch andere Grinde anfihren, warum in diesem speziellen Kollektiv
keine Abhangigkeit der KHK vom ApoE-epsilon-Polymorphismus besteht. Hierbei fallt
auf, dass die Allelfrequenzen des Kollektivs nicht mit denen der Normalbevélkerung
Ubereinstimmen. Von den 2722 Allelen (1361 ApoE-Patienten mit je 2 Allelen)
entfallen 72.8% auf €3, 20.3% auf &4 und 6.9% auf ¢2. Daten hingegen von

Fabrikarbeitern aus Mdunster oder der Bevdlkerung des nordamerikanischen
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Framinghams ergeben eine Haufigkeitsverteilung der Allele von etwa 78-79% fir &3,
8% fur €2 und 13-14% fir ¢4 [85]. Damit sind im vorliegenden Kollektiv die
Haufigkeiten der Allele €3 und €2 relativ gering, €4 hingegen erscheint
uberreprasentiert. Die hohe Allelfrequenz des &4 ist jedoch nicht Uberraschend, da
eine Assoziation des &4 mit erhohten LDL-c-Werten und erniedrigten HDL-c-Werten
beschrieben wird [86] und man derartige Trager in einem Kollektiv von
Hyperlipoproteindmie-Patienten demzufolge verstarkt erwarten wirde. Der hohe
Anteil an e4-Tragern im Kollektiv stutzt also die These einer Verbindung dieses Allels
mit den angegebenen Auswirkungen auf die Lipidwerte. Schwierig gestaltet sich nun
der Vergleich mit den Allelen €3 und &2. Fur diese Allele bestehen keine
Assoziationen mit erhdhten Lipidwerten, so dass es sich demnach um besondere
Patienten des Kollektivs handelt, die auch bei einem so glinstigen ApoE-Status wie
z.B. €2/3 den Weg in die Lipidambulanz gefunden haben. Hier sind alle Patienten von
erhdohten Lipidwerten betroffen, so dass man lediglich durch die relativ geringe
Allelfrequenz von €3 und €2 auf eine fehlende Assoziation schlieBen kann. Der
Einfluss des ¢4 auf die Hohe des LDL-c und des HDL-c ist fur das Kollektiv nicht
nachweisbar, ebenso wenig der Einfluss auf die KHK.

Dies bedeutet, dass eine Eigenstandigkeit des ApoE-Genotyps als KHK-
EinflussgréfRe nicht gezeigt werden kann. Patienten, die aufgrund des e4-Allels
erhohte Lipidwerte haben, weisen kein zusatzlich erhdohtes KHK-Risiko auf im
Vergleich zu Patienten, die trotz Vorhandensein von €2 oder €3 erhohte Lipidwerte
haben.

Abschliel3end bleibt also festzuhalten, dass ein Einfluss der Gene auf die Lipidwerte
gezeigt werden konnte, jedoch keine daruber hinausgehende Bedeutung als
eigenstandige KHK-Risikofaktoren. Entscheidend fir die KHK-Risikobeurteilung

bleiben neben den anderen etablierten Risikofaktoren allein die Lipidwerte.

4.4 Statistische Schwierigkeiten

4.4.1 Problematik des multiplen Testens

Um die Arbeit zielgerichtet und ohne eine Vielzahl unnétiger statistischer Tests

durchfiuihren zu kénnen, wurde vor Beginn der Auswertung eine klare Fragestellung
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formuliert. Es sollte die Hypothese Uberpruft werden, dass bestimmte Gene einen
direkten Einfluss auf die KHK austiben kénnen. Dies ist zwar eine klare Zielsetzung
und dennoch sind zur Beantwortung einer derartigen Frage viele verschiedene
statistische Tests unumganglich. Dies liegt zum einen daran, dass nicht ein einzelnes
Gen, sondern 11 Polymorphismen aus 8 Genen untersucht werden. Zum anderen
liegt es daran, dass die KHK eine komplexe multifaktorielle Erkrankung darstellt, bei
der es nicht maoglich ist, einen potentiellen ursachlichen Faktor ohne

Berucksichtigung anderer Einflussparameter zu untersuchen.

Um einen Uberblick Uber die Zusammenhange und Interaktionen der verschiedenen
Parameter in dem umfangreichen Datenmaterial zu bekommen, wurde eine
ausfuhrliche Zusammenhangsanalyse (Tabelle 26) durchgefiihrt. Diese Analyse
beinhaltete allerdings viele Tests, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass
einige signifikante Ergebnisse — mit einem p-Wert < 0.05 — per Zufall entstanden
sind. Die Zahl solcher Zufallstreffer wurde jedoch dadurch méglichst gering gehalten,
indem alle signifikanten Interaktionen besprochen und auf ihren medizinisch-
genetischen Sinn hin Gberprift wurden. In der Regel fanden sich hierbei plausible
medizinische Erklarungen oder in den Besonderheiten des Kollektivs liegende
Ursachen. Trotz der bestehenden Problematik des multiplen Testens war die
Zusammenhangsanalyse notwendiger erster Schritt der Datenauswertung. Es fanden
sich  zahlreiche Interaktionen der etablierten KHK-Risikofaktoren, sowie
Zusammenhange der Gene mit den Lipidwerten. Wichtig war jedoch vor allem die
Erkenntnis, dass die Gene keine Interaktionen mit den Ubrigen klassischen
Risikofaktoren zeigten. Daher war eine Vergleichbarkeit des KHK-Risikos der
verschiedenen Genvarianten-Trager gegeben. Sie unterschieden sich nicht
signifikant in Geschlechtsverteilung, Alter, Hypertonus- oder Diabetes mellitus-

Pravalenz.

4.4.2 Problematik der niedrigen Fallzahlen

Mit einer Patientenzahl von 1371 liegt ein umfangreiches Datenmaterial vor. Dies ist
zur Beantwortung der Fragestellung, die univariate und multivariate statistische
Verfahren erforderlich macht, auch notwendig. Fir einen Teil der untersuchten Gene
war die Fallzahl, um eine multiple logistische Regression durchfihren zu kénnen,

jedoch immer noch zu gering. Zurlckzufuhren ist dies nicht zwangslaufig auf die
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Gesamtzahl der Patienten, fur die ein Polymorphismus untersucht wurde, sondern
vor allem auch auf die Allelfrequenzen. Bei sehr niedrigen Allelfrequenzen entstehen
sehr kleine Untergruppen, die eine logistische Regressionsanalyse nicht mehr als
sinnvoll erscheinen lassen. So ist der DON-Polymorphismus zwar bei 1117 Patienten
untersucht worden, mit einer Allelfrequenz von 2.1% besal’en jedoch nur 45
Patienten das N-Allel. Das ABCA1-Gen hingegen wurde lediglich bei 452 Patienten
untersucht, doch zeigte das seltenere K-Allel hierbei eine Frequenz von 25.9%, was
bedeutete, dass 202 Patienten hetero- oder homozygote Trager dieses Allels waren.
Hier konnte dann auch eine logistische Regression durchgefihrt werden.
Entscheidend ist also die Grofle der Untergruppen, die darliber bestimmt, welche

statistischen Auswertungsverfahren moéglich sind.

Da bei der Analyse sehr schnell kleine Untergruppen entstehen, sind hohe Fallzahlen
erforderlich. Bei erneuter Betrachtung des DIN-Polymorphismus fallt z.B. auf, dass
von den 1117 untersuchten Patienten nur 45 Patienten N-Alleltrager sind und
darUber hinaus von diesen nur 9 Patienten von einer KHK betroffen sind. Fir die
logistische Regression mussen aufderdem alle im Modell enthaltenen Parameter bei
jedem Patienten bekannt sein. Ist also z.B. bei einem der 9 KHK-Patienten unklar
geblieben, ob er an einem Hypertonus erkrankt ist oder fehlt bei dem Patienten der
Wert des Lp(a), so fallt dieser Patient aus der Auswertung. Dieses Phanomen immer
kleiner werdender Untergruppen und Fallzahlen wird in der Statistik als Problem der
leeren Zellen bezeichnet. Insgesamt groRere Fallzahlen waren daher erstrebenswert,
um so fur alle Gene eine multiple logistische Regression mit einem stabilen
Basismodell zu ermdglichen und die gewonnenen Erkenntnisse weiter zu

untermauern oder gegebenenfalls zu widerlegen.

4.5 Sinn genetischer Untersuchungen

Wie die Ergebnisse der Arbeit zeigen, bringt die Genotypisierung der Patienten in
diesem Kollektiv keinen zusatzlichen Informationsgewinn mit sich im Hinblick auf
die KHK. Wenn also bereits eine so preisgunstige Messung wie die der Lipidwerte
hinreichende klinische Informationen liefert, scheint eine dartber hinausgehende
genetische Untersuchung Uberfllissig. Die Darstellung von genetischen Analysen als
klinisch nutzlos und allenfalls fir die Forschung interessant, soll jedoch keineswegs

die Aussage dieser Arbeit sein.
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Es gibt viele Argumente, die fur genetische Untersuchungen sprechen. So kann die
Genetik wichtig sein flr die Diagnosesicherung seltener genetischer Erkrankungen.
Ein Beispiel hieflr ist die familiare Hypercholesterinamie, der ein Defekt des LDL-
Rezeptors zugrunde liegt. Werden solche Patienten aufgespurt, so kdnnen durch
weitere Genuntersuchungen ebenfalls betroffene Familienangehoérige gefunden
werden. Fur diese konnen dann frihzeitig MalRnahmen der Primarpravention
erfolgen.

Ein weiterer positiver Aspekt der Genetik ist, dass es sich hierbei um eine feste
Grole handelt, deren Bestimmung nur einmal durchgefuhrt werden muss und dann
ein Leben lang Bestand hat. Viele andere Laborwerte hingegen, wie z.B. die
Lipidwerte, unterliegen starken Schwankungen. Sie sind abhangig von der Tageszeit,
von der letzten Nahrungsaufnahme, von vorangegangenem Alkoholkonsum etc.

Als klinisch tatiger Arzt sollte man vor allem bestrebt sein, Krankheiten zu verhindern
und nicht erst die bereits ausgebrochene Krankheit eines Patienten — dann zum Teil
frustran — zu behandeln. Da die Patienten jedoch in der Regel erst mit Symptomen
den Arzt aufsuchen, ist eine Primarpravention oftmals schwierig. Die Rolle der
Genetik liegt genau in diesem Bereich. Ist das Enzym Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) erst bei bereits eingetretener Leberzellschadigung erhdht, so
sind Gene, die flr bestimmte Erkrankungen pradisponieren, schon viel friher
bestimmbar.

Genetische Untersuchungen sind meines Erachtens mit grolen Zukunfts-
perspektiven versehen. Nicht nur im Bereich der Primarpravention, sondern auch im
therapeutischen Bereich liegen Chancen. Welche Patienten sprechen gut auf eine
bestimmte Therapieform an, bei welchen ist z.B. der Einsatz von lipidsenkenden
Medikamenten wie Statinen Erfolg versprechend, bei welchen hingegen nicht. Dieses
Wissen konnte zu einer Reduktion der NNT (number needed to treat) flhren, d.h.
der Anzahl an Patienten, die z.B. mit einem Medikament behandelt werden mussen,

um einen Patienten erfolgreich zu therapieren.

Es bleibt also flr diese Arbeit festzuhalten, dass die analysierten genetischen
Parameter dieses Kollektivs hier keinen zusatzlichen klinischen Informationsgewinn
liefern, dies jedoch nicht als allgemeine Ablehnung genetischer Untersuchungen fur

die Klinik zu bewerten ist.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, genetische Komponenten der KHK unter
Bericksichtigung der klassischen atherosklerotischen Risikofaktoren zu beurteilen.
Das hierflr untersuchte Kollektiv bestand aus 1371 Patienten, die aufgrund einer
Hyperlipoproteinamie die Lipidambulanz des UKE besuchten. Um das sehr
umfangreiche Datenmaterial und die komplexe Fragestellung adaquat beantworten

zu konnen, wurden verschiedene statistische Tests angewandt.

In einer zunachst durchgefihrten Zusammenhangsanalyse zeigten sich zahlreiche
Interaktionen zum einen der klassischen Risikofaktoren untereinander, zum anderen
zwischen den untersuchten Polymorphismen und den Lipidwerten. Die univariate
Analyse flr die Beurteilung der klassischen Risikofaktoren und ihren KHK-
Einfluss zeigte, dass die Parameter Rauchen, Gesamtcholesterin und LDL-c in
diesem speziellen Kollektiv keinen Zusammenhang mit der KHK aufwiesen. Die
Polymorphismen LPL D9N, LPL -93tg, LPL N291S, -1131 T>C (ApoAS5), L162V
(PPARa) und P12A (PPARy) wurden aufgrund der relativ niedrigen Fallzahlen in
Bezug auf ihren Zusammenhang mit der KHK univariat mittels exaktem Fisher-Test
untersucht. Hierbei konnte kein signifikanter Einfluss der Gene auf die Erkrankung
gezeigt werden. Die Polymorphismen ApoE epsilon, LPL S447X, R219K (ABCA1),
-480 c>t (HL) und TaqlB (CETP) wurden multivariat mittels binar logistischer
Regression analysiert. Dabei zeigten sich in den verschiedenen Basismodellen der
logistischen Regression die Faktoren Alter, Lp(a) und HDL-c als besonders stabile
Risikofaktoren der KHK. Dies ist insbesondere fur das Lp(a) eine wichtige
Erkenntnis, da immer wieder beschrieben wurde, dass das Lp(a) vor allem in
Verbindung mit weiteren Fettstoffwechselstérungen — was fiur das vorliegende
Kollektiv zutrifft - ein wichtiger KHK-Risikofaktor zu sein scheint. Fir die Gene

hingegen konnte auch hier kein signifikanter Einfluss auf die KHK gezeigt werden.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass die untersuchten genetischen
Polymorphismen zwar einen Einfluss auf die Lipidwerte besitzen, sie jedoch nicht
dariber hinaus als eigenstandige KHK-Risikofaktoren dieses Kollektivs zu
betrachten sind. Entscheidend hierfir bleiben die etablierten atherosklerotischen

Risikofaktoren.
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