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1 Einleitung

Diese Studie untersucht, ob eine Assoziation zwischen dem Vorliegen des Tyrosin-
Allels des Polymorphismus Phe/Tyr 2561 (F/Y 2561-Polymorphismus) im Von-Wille-
brand-Faktor-Gen und dem Auftreten von koronarer Herzkrankheit (KHK) und Myo-
kardinfarkt (MI) besteht. Im Folgenden werden zunéchst die Bedeutung und Pathoge-
nese von KHK und MI behandelt. Dabei wird besonders auf die Bedeutung von Gen-
polymorphismen des Gerinnungssystems und den Stellenwert des Von-Willebrand-
Faktors (VWF) eingegangen und so die Zielsetzung der Studie hergeleitet. Im An-
schluss werden in Kapitel 2 das Studiendesign, die verwendeten Materialien sowie
die angewandten Methoden beschrieben. In Kapitel 3 werden die Untersuchungser-
gebnisse referiert und schliefdlich in Kapitel 4 diskutiert.

1.1 Bedeutung und Pathogenese von KHK und MI

Krankheiten des Kreislaufsystems waren in Deutschland fiir 47,3 % aller Todesfalle im
Jahre 2001 urséchlich (Statistisches Bundesamt 2004). Die koronare Herzkrankheit und
der Myokardinfarkt sind unter den Krankheiten des Kreislaufsystems die am h&dufigs-
ten zum Tode fithrenden und belegen seit vielen Jahren in der deutschen Todesur-
sachenstatistik die beiden ersten Plitze. 12,3 % der Sterbefille bei Frauen und 9,9 %
bei Madnner wurden 2003 auf eine koronare Herzkrankheit zuriickgefiihrt, 6,5 % aller
Todesfélle bei Frauen und 9,0 % bei Manner auf einen Myokardinfarkt (Statistisches
Bundesamt 2004).

Die koronare Herzkrankheit ist definiert als Atherosklerose der Herzkranzgeféfse
(DGK 1998). Durch die atherosklerotischen Stenosen kommt es zu einer Einschridn-
kung des Blutflusses in den Koronararterien und damit zu einer Koronarinsuffizienz,
d.h. einem Missverhiltnis zwischen Sauerstoffbedarf- und angebot im Myokard. Je
nach Schwere und Dauer der daraus resultierenden Myokardischdmie manifestiert
sich die KHK in Form von Angina pectoris, Myokardinfarkt, Myokardinsuffizienz,
Herzrhythmusstérungen oder plotzlichem Herztod. Etablierte Risikofaktoren fiir die
Entstehung einer stenosierenden Ateriosklerose wie bei der KHK sind unter anderem
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hoheres Alter und ménnliches Geschlecht als nicht beeinflussbare Grofien und Niko-
tinkonsum, erhdhtes LDL-Cholesterin, fettreiche Kost, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Ubergewicht und thrombogene Faktoren als beeinflussbare Umstinde (Wood
et al. 1998; Assmann et al. 1999; Luc et al. 2002).

In der Pathogenese der KHK kommt es in der Intima der Gefdfie zur Bildung von
fibrésen Plaques (Atheromen) aus Monozyten, Makrophagen, Schaumzellen, T-Lym-
phozyten, Bindegewebe, Gewebetriimmern und Cholesterinkristallen. Fiir das Wachs-
tum der Plaques und das Voranschreiten des Arteriosklerose spielen hdmostatische
Vorgénge wie die Ablagerung von Thrombozyten und eine fibrose Umorganisation
sowie die gefdhrliche Plaqueruptur eine wichtige Rolle (Fuster et al. 1992a, b). Man
unterscheidet sechs verschiedene Plaquetypen mit z. T. zusétzlichen Untergruppen.
Typ I bis III sind arteriosklerotische Friihldsionen, die bereits in der ersten Lebens-
dekade nachweisbar sind (Stary 1989) und, falls nicht durch einen sich aufpfropfen-
den Thrombos beschleunigt, stetig und langsam wachsen (Worthley et al. 2001). Typ
IV und Va sind bereits fortgeschrittene Ladsionen, die durch ihren hohen Fettgehalt
zu einer Plaqueruptur neigen, wiahrend die Typen Vb und Vc eher eine langsame
Groflenzunahme zeigen. Rupturierte Plaques mit verletzter Oberfliche gehéren der
Gruppe VI an (Fuster 1994). Ein ohne Ruptur langsam und stetig wachsender Plaque
verursacht eine allméhliche Steigerung der Lumeneinschrankung und koronaren In-
suffizienz, die die Ausbildung von Kollateralen erlaubt, so dass sich eine myokardiale
Minderversorgung unter diesen Bedingungen hdufig als stumme Ischdmie klinisch
inapparent duflert (Fuster 1994).

Instabile Angina Pectoris, Myokardinfarkt und plétzlicher Herztod als akute myo-
kardiale Syndrome enstehen zu 75 % durch eine rasche vollstindige Verlegung eines
Koronargefiafles durch einen Thrombus, der sich nach einer Plaqueruptur auf der L&-
sion gebildet hat (Falk 1983). Faktoren, die das klinische Erscheinungsbild einer ko-
ronaren Herzkrankheit bestimmen, sind somit Ruptur und Grad der anschlieffenden
Thrombusbildung. Zur Ruptur neigen vor allem Lasionen mit groflem Fettkern, einem
hohen Gehalt an thrombogenen Gewebsthromboplastin und einer nur diinnen fibré-
sen Kappe mit starker Infiltration durch Makrophagen. Der Grad der Thrombusbil-
dung hédngt von der Thrombogenitit des rupturierten Plaques sowie von dem Maf der
Storung der lokalen Gerinnung und des systemischen thrombotisch-thrombolytischen
Gleichgewichts ab (Shah 1997).

Die Ruptur und die damit verbundene Verletzung der Gefdflwand fiihren zur Frei-
setzung thrombogenen Materials an Plaqueoberfliche und Gefdflwand. Dieses initi-

iert die vaskuldre und durch freiliegendes Kollagen auch die zellulire Hamostase, die
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schliellich in der Bildung eines Thrombus auf dem rupturierten Atherom miindet.
Das schnelle Wachsen und die gerinnungsférdernde Oberfldche des Thrombus be-
einflussen als lokale Faktoren wiederum die Fliefeigenschaften des Bluts ungiinstig,
so dass eine weitere Ablagerung von Thrombozyten und damit ein weiteres Wachs-
tum des Thrombus unterhalten wird, das schliefslich zur kompletten Verlegung des
Gefédfles fiihrt (Chesebro et al. 1997). Zusatzlich forciert wird dieser Vorgang durch
gleichzeitige Vasokonstriktion (Rauch et al. 2001).

Neben der Plaqueruptur kann auch eine oberflachliche Erosion des Atheroms eine
Thrombusbildung initiieren, die in einen Myokardinfarkt miindet (Fuster 1994; Farb
et al. 1996). In diesen Fillen kdnnten zu einem besonderen Grad eine systemische
Thromboseneigung, die durch Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus und Hy-
percholeserindmie gefordert wird, mafigeblich sein (Sambola et al. 2003). Kommt es bei
einer akuten Thrombusbildung nicht zur kompletten Verlegung eines Gefafies, schlief3t
sich ein fibrotischer Umbau des Thrombus an, der zum sprunghaften Voranschreiten
der arteriosklerotischen Lasion in dem Gefafs fiihrt (Falk und Fernandez-Ortiz 1995).

Die Thrombusbildung ist somit nicht nur mafigeblich an der Entwicklung und dem
Voranschreiten der Ateriosklerose beteiligt, sondern auch der entscheidende Schritt
in der Entwicklung der iiberwiegenden Mehrheit der Myokardinfarkte. Als Teil der
Hémostase ist die Thrombusbildung einem komplexen System ineinandergreifender
lokaler und systemischer Faktoren unterworfen, die den Grad der Gerinnbarkeit des
Blutes sensibel steuern. Die angeborene, erworbene oder medikamentds verdnderte
Funktion dieses Systems kann den Verlauf einer koronaren Herzkrankheit und das

Entstehen eines Myokardinfarktes grundlegend beeinflussen.

1.2 Physiologie der Himostase

Die Hamostase ermdglicht im Falle von Verletzungen an Gewebe und kleineren Ge-
fafsen ein rasches Sistieren des Blutflusses und schiitzt den Korper auf diese Weise
vor grofiem Blutverlust. Man kann den Ablauf der Hiamostase in die drei zeitlich
aufeinander folgenden Phasen primdre Hamostase, sekundédre Hamostase und Fibri-
nolyse unterteilen. In der priméren Phase fiihren vaskuldre und zelluldre Faktoren zur
Entstehung eines noch relativ ungefestigten Thrombozytenpropfes (primirer, ,weifser
Thrombus”), der dann in der sekunddren Phase durch das plasmatische Gerinnungs-
system einen Fibrinfilz erhélt und auf diese Weise stabilisiert wird (sekundarer, ,roter
Thrombus”). Im Anschluss an diese Phasen wird durch das fibrinolytische System die
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langsame Auflosung des gebildeten Thrombus eingeleitet, um so eine Rekanalisierung

und Heilung des geschéddigten Gewebes zu ermoglichen (Dorner 1999).

1.2.1 Vaskulare Hiamostase

In der vaskuldren Phase der Hdmostase steht eine reflektorische Kontraktion der Ge-
fawand im Vordergrund, die durch die Reizung der glatten Muskulatur in Arterien
und Arteriolen nach Verletzung der Gefafswand ausgelost wird. Zusitzlich verstarkt
wird sie durch aus Thrombozyten und der verletzten Gefdffwand freigesetzte vaso-
konstriktorische Substanzen wie Serotonin, Katecholamine und Thromboxan A, (Sil-
bernagl und Lang 1998).

1.2.2 Zellulire Himostase

Die zelluldre Hamostase beginnt mit der Adhédsion von Thrombozyten an subendothe-
lialen Kollagenfasern, die bei der Verletzung des Gefdflendothels exponiert wurden.
Im vendsen System kann diese Adhédsion von Faktoren wie Fibrinogen und Fibronec-
tin vermittelt werden (Dorner 1999; Silbernagl und Lang 1998). Im arteriellen Sys-
tem jedoch, wo hohe Scherspannungen die Thrombozyten von der Gefdffwand weg-
reiflen, wird eine Adhédsion der Thrombozyten nur durch Briickenbildung des Von-
Willebrand-Faktors zwischen dem Glykoprotein Ib, der Thrombozyten und den Kol-
lagenfibrillen moglich. Der Kontakt ist zundchst noch locker und wird erst im Verlauf
zu einer festen Anheftung stabilisiert. Schon wahrend der Adhésion konvertieren die
Thrombozyten in einen aktivierten Zustand, in dem sie u.a. verschiedene vasokon-
striktorische (Serotonin, Katecholamine, Thromboxan A;) und aggregationsférdernde
Substanzen (ADP, plattchenaktivierender Faktor, Thromboxan Aj) aus ihrer Granula
freisetzen, Glykoprotein Gp IIb/Illa an der Oberfldche exprimieren und durch Verlust
der Scheibchen-Form und Ausbildung zytoplasmatischer Fortsiatze (Pseudopodien),
die eine wirkungsvolle Abdichtung der Gefafiwandladsion ermdglichen, ihre Gestalt
andern (Ruggeri 1997b).

Eine erste Aggregation der Thrombozyten erfolgt dann iiber eine zunichst noch
reversible Bindung von Fibrinogen an das aktivierte Gp IIb/Illa der Thrombozyten.
Durch Einwirkung der aggregationsférdernden Substanzen aus der Thrombozyten-
Granula wird diese Verbindung dann im Verlauf weiter gefestigt und schliefilich un-
ter Mitwirken des Von-Willebrand-Faktors in eine irreversible Aggregation {iberfiihrt
(Peterson et al. 1987, Weiss et al. 1989).
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1.2.3 Plasmatische Himostase

Die plasmatische Gerinnung erfolgt unter der Beteiligung von insgesamt 15 Gerin-
nungsfaktoren, die im Plasma normalerweise in inaktiver Form vorliegen und im Ver-
lauf der Gerinnung stufenweise aktiviert werden. Der VWF ist zwar kein Bestandteil
dieser Gerinnungskaskade, nimmt als Trdgerprotein fiir den wichtigen Faktor VIII,
den er gleichzeitig auch vor friihzeitiger proteolytischer Spaltung und daraus folgen-
der Inaktivierung schiitzt, jedoch eine wichtige Aufgabe im Ablauf der plasmatischen
Héamostase wahr. Die plasmatische Hamostase kann iiber den endogenen Weg mit
Hilfe einer Kontaktaktivierung oder {iber den exogenen Weg iiber das bei Gewebs-
verletzung aus den Mikrosomen zerstorter Zellen freigesetzte Gewebsthromboplastin
initialisiert werden. Die beiden Aktivierungswege, die auch Querverbindungen auf-
weisen, miinden beide in einer gemeinsam Endstrecke, in der als zentrale Reaktion der
plasmatischen Gerinnung Fibrinogen durch Thrombin zunéchst in 16sliches Fibrin und
durch den fibrinstabilisierenden Faktor schliefilich in unlésliches Fibrin umgewandelt
wird, das den primdren Thrombus durchdringt, auf diese Weise verfestigt und zum
festen, sekunddren Thrombus macht (Dorner 1999; Silbernagl und Lang 1998).

1.2.4 Fibrinolyse

Fibrin und Fibrinogen werden durch die Endopeptidase Plasmin abgebaut. Plasmin
liegt in seiner inaktiven Form als Plasminogen im Plasma vor und kann in vivo durch
die Plasminaktivatoren vom Urokinasetyp (u-PA) und vom Gewebetyp (tissue type
plasminogen activator, t-PA), aktiviert werden. T-PA wird als wichtigster physiologi-
scher Aktivator durch verschiedene Stimuli aus dem Gefafsendothel freigesetzt. Durch
die Fibrinolyse ist zum einen eine Gegenregulation zu der im Blut physiologischer-
weise stindig ablaufenden Gerinnung gewéhrleistet, zum anderen hat sie die Aufga-
be, die bei der Wundheilung enstehenden Fibrinablagerungen zu entfernen und so
die Voraussetzung fiir Rekanalisierung und Wundheilung zu schaffen. Gentechnolo-
gisch hergestelltes t-PA wird daher auch zur Rekanalisierung von Myokardinfarkten
eingesetzt (Dorner 1999; Silbernagl und Lang 1998).

1.3 Genpolymorphismen des Gerinnungssystems in der
Pathogenese von KHK und Ml

Verdnderungen der Himostase und damit der Thrombogenitidt des Blutes haben ent-
scheidenden Einfluss auf die Entstehung von KHK und MI und werden in der Be-
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handlung dieser beiden Erkrankungen therapeutisch genutzt. Nach der von Virchow
1856 beschriebenen Trias sind neben Gefdafswandschddigungen und Verdnderungen
der Blutstromung als dritter Faktor Modifikationen der Blutzusammensetzung maf3-
geblich an der Entstehung arterieller Thromben beteiligt (Greten 2001, S. 308). Diese
Modifikationen konnen zu einer Hyperkoagulabilitdt fithren, die die lokale Thrombo-
sebildung und somit auch die Entwicklung von KHK und Myokardinfarkt fordert (Ba-
dimon et al. 1992). Eine Hyperkoagulabilitidt des Blutes von KHK-Patienten konnten
Urdulashvili et al. (2004) durch Beleg einer schnelleren Erythrozytenaggregation bei
den Patienten gegeniiber Kontrollpersonen nachweisen. Marker der Thrombogenitét
des Blutes wie z. B. erhchte Fibrinogenwerte oder VWF-Plasmaspiegel wurden bereits
in diversen Studien als mit akuten myokardialen Syndromen assoziiert nachgewiesen
(Thompson et al. 1995; Saigo und P. Y. Hsue 2004).

Die ARIC-Studie, in deren Rahmen 14.477 Erwachsene ohne initial nachweisbare
KHK im Mittel 5,2 Jahre verfolgt und die hdmostatischen Risikofaktoren regelmafsiig
erhoben wurden, belegt die Korrelation der Inzidenz von koronarer Herzkrankheit
und erhohtem Plasmaspiegeln fiir Fibrinogen, Faktor VIII, VWF sowie erhchten Leu-
kozytenzahlen (Folsom et al. 1997). Systemische Faktoren mit Einfluss auf die Blut-
zusammensetzung kénnen neben den plasmatischen Gerinnungsfaktoren aber auch
metabolischer oder hormoneller Genese sein (z. B. Hyperproteindmie, Diabetes mel-
litus, hohe Katecholaminspiegel, Storungen im Renin-Angiotensin-System) oder aus
der Zusammensetzung und Funktion der zelluliren Elemente des Blutes herriihren
(Fuster et al. 1992a, b; Rauch et al. 2001).

Die Therapie von KHK und MI versucht diese Faktoren zu beherrschen. Die anti-
koagulatorische Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmer greift vor allem auf
der Ebene der zelluldren Elemente des Blutes an und ist so in der Lage, das Risiko
von Thrombosebildung und damit von Herzinfarkt, instabiler Angina Pectoris und
plotzlichem Herztod nachhaltig zu verringern (Chesebro et al. 1997). Die wohl spe-
zifischten und gleichzeitg auch potentesten Thrombozytenaggregationshemmern sind
Glykoprotein-IIb /Illa-Rezeptorantagonisten (Pitts und Lange 1999). Sie binden an das
Gp IIb/IIla der Thrombozyten und verhindern somit eine Interaktion der Thrombo-
zyten mit Fibrinogen und VWE. Dadurch hemmen sie einen zentralen Vorgang in der
Thrombozytenadhdsion und -aggregation und konnen eine Thrombenentstehung ver-
hindern.

Die vielen Faktoren, die an der Hamostase beteiligt sind, bieten reichlich Raum
tiir pathophysiologische Veranderungen mit nachhaltiger Auswirkung auf die Patho-

genese von ischdmischen Herzkrankheiten. Die familidre Vorbelastung als etablierter
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Risikofaktor fiir KHK und MI (Jorde und Williams 1988), gerade bei jungen Menschen
ohne weitere Risikofaktoren (Rissanen 1979), veranlasste zur Suche nach neuen, bisher
noch unentdeckten vererbbaren Risikofaktoren im Rahmen des Gerinnungssystems.

Polymorphismen als Varianten der DNA-Sequenz, die bei mehr als 1 % der Bevdlke-
rung auftreten (Peake und Winship 1991), sind eine mogliche Erkldrung fiir vererbba-
re Thrombogenitdt mit vorzeitiger Entwicklung von KHK und MI. Es wurden bisher
mehrere Genpolymorphismen in Proteinen des Gerinnungssystems nachgewiesen, die
mit Auftreten und Progredienz von koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt as-
soziiert werden konnten. Unter anderem fanden sich diese in den Genen des Fibrino-
gens, der Promoterregion fiir Plasmin-Aktivator-Inhibitor, der Faktoren V, VII, XII und
XIII, des Prothrombins und des Thrombomodulins (Williams und Bray 2001). Fiir die
Mehrzahl dieser Polymorphismen existieren neben Studien, die eine Assoziation pos-
tulieren, eine Reihe von Studien, die keine Assoziation zu KHK und MI nachweisen
konnten. Dabei ist zu beachten, dass die Studien in Auswahl und GrofSe der Kollektive
stark differieren und hdufig nur schwer zu vergleichen sind. Besondere Betrachtung
findet die Manifestation von KHK und MI bei jungen Menschen ohne weitere Risko-
faktoren. In diesem Kollektiv konnte tiberdurchschnittlich haufig eine Assoziation der
Polymorphismen mit dem Auftreten von KHK und MI nachgewiesen werden (Lane
und Grant 2000).

Eine besondere Stellung nehmen die Polymorphismen der Thrombozytenmem-
bran ein. Der Stellenwert der Glykoproteine auf der Thrombozytenmembran fiir
die Gerinnung wurde urspriinglich durch ihren Defekt bei den Gerinnungsstorun-
gen Thrombasthenie Glanzmann-Naegeli und dem Bernard-Soulier-Syndrom entdeckt
und wird heutzutage durch die effektvolle Therapie mit Glykoproteinrezeptorantago-
nisten deutlich (Lane und Grant 2000). Begonnen bei Weiss et al. (1996) folgten bis zum
heutigen Tag eine Vielzahl von Studien, die sich mit den polymorphen Glykoprotein-
rezeptoren auf der Thrombozytenmembran und deren Einfluss auf die Entstehung
von ischdmischen Herzkrankheiten beschaftigten. Der mit Abstand am haufigsten un-
tersuchte Polymorphismus PIAYA2 petrifft das Glykoprotein Illa des Gp-IIb/Illa-Re-
zeptorkomplexes. Dieser Rezeptor interagiert mit VWF und Fibrinogen und ist essen-
tiell fiir die Adhédsion und Aggregation der Thrombozyten (Lefkovits et al. 1995). Die
Ergebnisse der Studien zu diesem Polymorphismus differieren, die Mehrzahl ldsst je-
doch eine Assoziation von KHK und MI mit dem selteneren P1#2-Allel vermuten, die
wiederum unter jungen Menschen besonders ausgeprégt erschien (Williams und Bray
2001). Auch diese Studien sind aufgrund von sehr unterschiedlichen Studiendesigns
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und den unterschiedlichen ethnischen Gruppen, die untersucht wurden, nur schwer
zu vergleichen.

Der in dieser Arbeit untersuchte F/Y 2561-Polymorphismus befindet sich im Von-
Willebrand-Faktor-Gen auf dem Chromosom 12. Der Polymorphismus liegt in dem
Gen in der Ndhe der Bindungsstelle des Von-Willebrand-Faktors fiir den Gp-IIb/IIla-
Rezeptorkomplex auf der Thrombozytenmembran. Er wurde von Schneppenheim
(unveroffentlicht) und Eikenboom et al. (1998) identifiziert. Schlingmann (2000) konnte
eine aufféllige Haufung von Tyrosin(Tyr)-Allel-Trdgern in einer Gruppe von 99 mann-
lichen Herzinfarktpatienten gegentiber einer gesunden Kontrollgruppe von 35 Perso-
nen feststellen, die jedoch statistisch nicht signifikant war. Weitere Polymorphismen,
die bisher im Von-Willebrand-Faktor-Gen untersucht und auf einen Einfluss auf die
Manifestation von koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt getestet wurden, be-
finden sich fast ausschliefilich im Promotorbereich des Von-Willebrand-Faktors.

Aufgrund der nachgewiesenen Korrelation von hohen Plasmaspiegeln des Von-Wil-
lebrand-Faktors mit akuten ischdmischen Ereignissen am Herzen (Jansson et al. 1991;
Rumley et al. 1999) suchten diese Studien eine Assoziation zwischen den Polymorphis-
men, hohen Plasmakonzentrationen des Von-Willebrand-Faktors und dem Auftreten
von KHK und MI und kamen dabei zu uneinheitlichen Ergebnissen. Keightley et al.
(1999) und Lacquemant et al. (2000) konnten Polymorphismen in der Promoterregi-
on identifizieren und diese mit unterschiedlichen erhéhten VWF-Plasmakonzentratio-
nen assoziieren. Di Bitondo et al. (2001) und Simon et al. (2003) priiften einen dieser
Poylmorphismen und konnten keine Assoziation zu KHK oder MI nachweisen. Die
letztgenannten fanden auch keine Korrelation zwischen VWF-Plasmakonzentrationen
und Genotyp. Van der Meer et al. (2004) postuliert die Assoziation des untersuch-
ten Polymorphismus 1793 C/G mit einem erhohten Risiko fiir KHK bei Patienten
mit bereits fortgeschrittener Arteriosklerose. Heywood et al. (1997) wiederum fanden
in einer Gruppe mit Patienten mit anamnestischer ischdmischer Herzkrankheit eine
hohere Frequenz der selteneren Allele zweier neuer Polymorphismen in der Promo-
torregion des Von-Willebrand-Faktors, konnten diese jedoch nicht mit erhéhten VWE-
Plasmakonzentrationen oder Myokardinfarkten assoziieren (Williams und Bray 2001).
Wie auch fiir andere Polymorphismen in den Genen des Gerinnungsystems ergibt sich
hier das von Lane und Grant (2000) beschriebene Paradoxon einer eindeutig nachge-
wiesenen Beziehung zwischen Gen und Protein sowie Protein und Krankheit bei einer
Inkonsistenz der resultierenden Beziehung zwischen Gen und Krankheit. Lane und
Grant (2000) vermuten als eine der Ursachen fiir diese widerspriichlichen Beobach-
tungen einen durch den Phdnotyp bestimmten Unterschied in quantitativen Werten
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wie etwa die Plasmakonzentration zirkulierender Proteine oder die Zahl exprimierter

Rezeptoren.

1.4 Von-Willebrand-Faktor

1.4.1 Biosynthese und Struktur

Der VWEF ist ein multimeres Plasmaprotein mit einer variablen Gréfle von 0,6 KD bis
zu 20.000 KD, das in Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert wird. Das Von-
Willebrand-Faktor-Gen findet sich am distalen Ende des kurzen Armes des Chromo-
soms 12. Es ist 178 Kilobasen grof3, beinhaltet 52 Exons und bildet die Vorlage fiir den
2813 Aminoséduren grofien Pre-Pro-Von-Willebrand-Faktor. Nach Abspaltung eines Si-
gnalpeptids von 22 Aminosduren wird daraus der Pro-Von-Willebrand-Faktor.

Dieses Vorlduferprotein des Von-Willebrand-Faktors hat einen ungewohnlich hohen
Anteil an sich wiederholenden Strukturen, die als Domé&nen bezeichnet werden. Es
gibt vier verschiedene Domaénen, die sich unterschiedlich hdufig wiederholen und fol-
gendermafien angeordnet sind: D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK. Der
Abschnitt mit den Domédnen D1-D2 bildet das grofie Propeptid (741 Aminosduren),
der Abschnitt von der Domédne D” bis zur Doméne CK die reife VWF-Untereinheit
(2050 Aminosauren).

Der Pro-Von-Willebrand-Faktor wird im endoplasmatischen Retikulum glykosyliert
und dann iiber Disulfidbriicken, die am carboxyterminalen Ende der CK-Doméne lo-
kalisiert sind, dimerisiert. Diese werden in den Golgi-Apparat transportiert, wo sie, ge-
nau wie im Postgolgi-Kompartement, weiter sulfatiert und glykosyliert werden, wih-
rend gleichzeitig eine Polymerisation der Dimere nahe den aminoterminalen D-Domé-
nen stattfindet. Schliefflich wird im Trans-Golgi-Netzwerk das Propeptid abgespalten
und der Von-Willebrand-Faktor unter Bildung von Disulfidbriicken am aminotermi-
nalen Ende weiter multimerisiert (de Wit und van Mourik 2001). Hierbei entstehen
Von-Willebrand-Molekiile variabler Grofle, die sich aus der unterschiedlichen Anzahl
von Multimeren ergibt.

Der VWF wird von den Endothelzellen entweder konstitutiv direkt nach der Syn-
these in das Plasma sezerniert oder zundchst in den Weibel-Palade-Bodies, die sich
vermutlich aus dem Trans-Golgi-Netzwerk abschniiren, gespeichert. Aus diesen wird
er dann erst durch einen entsprechenden Reiz, wie z. B. Thrombin, sezerniert. Der auf
diese Weise freigesetzte VWF besteht aus Multimeren grofierer Molekiilmasse, die in
der Hamostase effektiver sind als die kleineren, die auf dem konstitutiven Weg sezer-
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niert werden. In den Thrombozyten wird der VWE, der bereits in den Megakaryozyten
produziert wurde, in den #-Granula gespeichert. Von hier kann er nur nach der Akti-
vierung der Thrombozyten ausgeschiittet werden (Ruggeri 1999).

Der VWF ist in der Lage, sich mit spezifischen Liganden und Rezeptoren zu ver-
binden. In der D’-Domaéne sind Bindungsstellen fiir den Faktor VIII und Heparin
lokalisiert, die Domédne Al beeinhaltet die Bindungsstelle fiir den Gp Ib-Rezeptor
der Thrombozytenmenbran sowie Heparin, Kollagen und Sulfatide. Eine weitere Bin-
dungsstelle fiir Kollagen findet sich in der A3-Doméne. Desweiteren enthélt der Pro-
Von-Willebrand-Faktor zwei Arg-Gly-Asp-Sequenzen, die nach dem Einbuchstabenco-
de der Aminosduren auch als RGD-Sequenzen bezeichnet werden. Wihrend eine im
Propeptid lokalisiert und die Funktion noch nicht eindeutig erklért ist, findet sich die
andere im carboxyterminalen Ende der C1-Doméne und stellt die zum Gp IIb/Illa der
Thrombozytenmembran komplementédre Bindungsregion dar (de Wit und van Mourik
2001).

In der vorliegenden Arbeit wird die von Goodeve et al. (2001) vorgeschlagene neue
Nomenklatur fiir den VWF verwendet, die die Aminosduren (As) des Pre-Pro-Von-
Willebrand-Faktors beginnend mit dem Initiator-Methionin kontinuierlich von 1-2.813
durchnummeriert und den Einbuchstabencode fiir Aminosduren verwendet. Nach der
alten Nomenklatur wurde dagegen nur der Abschnitt des maturen Von-Willebrand-
Faktors von 1-2.050 nummeriert und der Dreibuchstabencode verwendet. Eine Positi-
onsangabe nach der neuen, hier angewandten Nomenklatur gibt somit die Lokalisati-
on einer AS im Pre-Pro-Von-Willebrand-Faktor an, wohingegen eine Positionsangabe

nach der alten Nomenklatur die Lage der AS im maturen VWF beschreibt.

1.4.2 Funktion
Der VWEF erfiillt zwei wichtige Funktionen.

1. Er vermittelt widhrend der primdren Hamostase die Adhdsion und Aggregati-
on der Thrombozyten an verletztes Subendothel und ermdoglicht so die Bildung
eines Thrombus und die rasche Blutstillung nach einer Endothelverletzung. In
dieser Funktion ist er besonders im arteriellen System essentiell, da bei den hier
herrschenden hohen Scherkréften andere adhésive Faktoren wie Fibronectin und
Fibrinogen im Gegensatz zu ihrem Wirken im vendsen System eine Adhdsion der

Thrombozyten nicht einleiten konnen (Ruggeri 1999).
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2. Er ist Tragerprotein fiir den in der plasmatischen Gerinnung wichtigen Faktor
VIII, den er gleichzeitig auch vor friihzeitiger proteolytischer Spaltung und dar-
aus folgender Inaktivierung schiitzt (Ruggeri 1999).

1.4.3 Von-Willebrand-Faktor, koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Hohe Plasmakonzentrationen an VWEF konnten als unabhéingiger Risikofaktor fiir aku-
ten Myokardinfarkt, koronare Herzkrankheit, rezidivierende Myokardinfarkte und
Tod nachgewiesen werden (Jansson et al. 1991; Thompson et al. 1995; Rumley et al.
1999; Sakai et al. 2000; Wiman et al. 2000). Im Umkehrschluss konnte tierexperimentell
ein Schutz vor Arteriosklerose bei Schweinen mit schwerem Von-Willebrand-Jiirgens-
Syndrom (siehe dazu Abschnitt 1.4.4 auf der ndchsten Seite) und daher erniedrigtem
oder nicht funktionstiichtigem VWF nachgewiesen werden. Fuster et al. (1978, 1985)
konnten bei Schweinen mit schwerem Von-Willebrand-Jiirgens(VW])-Syndrom selbst
unter cholesterinreicher Erndhrung keine Plaquebildung in der Aorta feststellen. Fiir
die Koronararterien war eine eindeutige Aussage in dieser Studie nicht méglich, sie
konnte aber durch Nichols et al. (1986) erbracht werden. Die Autoren wiesen eine si-
gnifikant erniedrigte Inzidenz von okklusiven Thromben in stenosierten und verletz-
ten Koronarien von Schweinen mit VW]J-Syndrom nach. Nichols et al. (1991) belegten
zudem, dass erniedrigte Konzentrationen des Von-Willebrand-Faktors im Plasma die
Ausdehnung von okklusiven Stenosen in stenosierten und verletzten Koronarien be-
grenzen. Somit liegt eine essentielle Beteiligung des Von-Willebrand-Faktors an der
plotzlichen Thrombusbildung auf bestehende Stenosen oder Verletzungen nahe und
damit an einem fiir den Myokardinfarkt ursidchlichen Vorgang.

Trotz dieser eindeutigen Ergebnisse scheint die Protektion durch Erkrankungen, die
die Funktion des Von-Willebrand-Faktors beeintrachtigen, fiir den Menschen noch
nicht zweifelsfrei gekldrt. Neben einzelnen Fallberichten, die von schwerer Arterio-
sklerose und Myokardinfarkten bei VW]-Syndrom-Patienten berichten (Dulhoste et al.
1989; Federici et al. 1993; Arjomand et al. 2002), fanden Sramek et al. (2004) in einer
Multicenterstudie mit 47 Patienten mit Typ 3 des Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms
und 84 Kontrollpatienten keinen Unterschied in der Plaqueentwicklung in Femoralis
und Karotis zwischen den Gruppen. Zudem konnte kein Einfluss einer Plasmakon-

zentratbehandlung nachgewiesen werden.
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1.4.4 Bekannte Mutationen und Polymorphismen im VWF-Gen

Mutationen im VWF-Gen sind vor allem im Rahmen des Von-Willebrand-Jiirgens-
Syndroms bekannt. Das Von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom ist bei einer Pravalenz von
ca. 1% die haufigste angeborene Gerinnungsstérung und vereint mit seinen drei
Haupt- und vier Subtypen verschiedene Atiologien der Funktionsstérung des Von-
Willebrand-Faktors.

Von den drei Haupttypen des Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms betreffen der Typ
1 bei leichter und der Typ 3 bei schwerer Symptomatik quantitative Mangel des Von-
Willebrand-Faktors. Der heterogene Typ 2 dagegen betrifft qualitative Defekte des
Von-Willebrand-Faktors; der Schweregrad der Symptomatik ist von leicht bis mittel-
schwer einzustufen. Beim Typ 1 und 3 sind Hypokoagulabilitdt und hdmorraghische
Diatheseneigung auf eine zu geringe (Typ 1) bzw. fehlende (Typ 3) Konzentration des
eigentlich intakten Von-Willebrand-Faktors im Plasma zuriickzufiihren (Schneppen-
heim et al. 2001b).

Wihrend fiir die tiberwiegende Mehrheit der Patienten mit Typ 1 des Von-Wille-
brand-Jiirgens-Syndroms bisher keine spezifischen Mutationen nachgewiesen werden
konnte (Rodeghiero und Castaman 2001), sind fiir den Typ 3 des Von-Willebrand-
Jiirgens-Syndroms eine Reihe spezifischer Mutationen bekannt. So konnten bereits di-
verse Mutationen wie Substitutionen einzelner Aminosduren und kleine Insertionen
und Deletionen mit nachfolgendem Frameshift nachgewiesen werden. Viele der Mu-
tationen produzieren Stop-Codons, was den quantitativen Mangel an VWEF erklart
(Schneppenheim et al. 1994; Eikenboom 2001).

Als Typ 2 des Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms werden Erkrankungen unter-
schiedlicher molekularer Grundlage zusammengefasst, die alle einen qualitativen De-
tfekt des Von-Willebrand-Faktors aufweisen. Bei den Typen 2A, 2B und 2M ist die In-
teraktion des Von-Willebrand-Faktors mit den Thrombozyten gestort. Charakteristisch
fiir den Typ 2N ist ein Defekt in der Bindung des Von-Willebrand-Faktors zu Faktor
VIII der plasmatischen Gerinnung. Mutationen konnten in verschiedenen Doménen
nachgewiesen werden. Die D1-Doméne betrifft das Propeptid des Von-Willebrand-
Faktors, Mutationen hier fithren zu Defekten in der Multimerisation. Mutationen in
der D3-Domaéne fithren zu moderaten bis milden Symptomen. Auffillig ist das Auftre-
ten von besonders grofien, so genannten ,supranormalen” Multimeren des Von-Wil-
lebrand-Faktors. Die Al-Doméne beinhaltet die Bindungsstelle des Von-Willebrand-
Faktors mit dem Glykoprotein Ib der Thrombozyten. Mutationen fiihren hier sowohl
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zu einer erhohten als auch erniedrigten Bindungsaffinitdt mit konsekutiv verstarkter
oder verminderter Thrombozytenaggregation.

Beide Varianten fiihren allerdings zur Blutungsneigung. Im Falle der verstarkten
Bindungsaffinitat 1&fst sich dies am ehesten durch einen gleichzeitig bestehenden Man-
gel an groflen Multimeren und den Verlust des Von-Willebrand-Faktors durch die ver-
starkte Abdsorption an Thrombozyten erklaren.

Mutationen im Bereich der A2-Domane fiihren zu zwei unterschiedlichen molekula-
ren Pathomechanismen. Zum einen ergibt sich ein Defekt im intrazelluldren Transport
des Von-Willebrand-Faktors, der zu einer gestorten Sekretion fiihrt; zum anderen kon-
nen Mutationen in dieser Doméne eine Konformationsianderung bedingen, die eine
schnellere proteolytische Spaltung des Von-Willebrand-Faktors bedingt. Die A3-Do-
méne beinhaltet die Bindungsstelle des Von-Willebrand-Faktors fiir Kollagen. Muta-
tionen hier fithren bei milder Symptomatik zu einer gestorten Kollagenbindung. In der
tiir die Dimerisation wichtigen ,cysteine-knot”-Doméne wurden Mutationen nachge-
wiesen, die zu Dimerisierungs- und Multimerisierungsfehlern fiihren (Schneppenheim
et al. 1996, 2001a). In der fiir die Bindung an Gp IIb/Illa wichtigen C1-Doméne konn-
ten im Rahmen des Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms bisher keine Mutationen nach-
gewiesen werden (Meyer et al. 2001).

Die bisher im Von-Willebrand-Faktor-Gen untersuchten und auf einen Einfluss auf
die Manifestation von koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt getesteten Po-
lymorphismen befinden sich fast ausschliefilich im Promotorbereich des Von-Wille-
brand-Faktors. Wie bereits in Abschnitt 1.3 auf Seite 5 erldutert, ergaben die Studien
zu diesen Polymorphismen beziiglich ihres Einflusses auf die Plasmakonzentration
des Von-Willebrand-Faktors und die Entwicklung von ischdmischen Herzkrankheiten
uneinheitliche Ergebnisse. Aufgrund der z.T. sehr niedrigen Allelfrequenzen werden
hier in der Zukunft wohl grofizahlige Studien nétig sein, um zu einer eindeutigen

Klarung zu fiihren.

1.4.5 F/Y 2561-Polymorphismus

Im Exon 45 des VWF-Gens wurde in der hamostaseologischen Arbeitsgruppe der Ab-
teilung fiir Padiatrische Hamatologie und Onkologie des Universitdtsklinikums Ep-
pendorf der Polymorphismus F/Y 2561 identifiziert. Hierbei handelt es sich um einen
Single-Nucleotid-Polymorphismus, bei dem die im Wildtyp an Position 7932 des VWEF-
Gens vorliegende Nukleinsdure Thymin durch Adenin ersetzt wird. Dadurch kommt
es zum Tausch der Aminosdure PhenylAdenin zu Tyrosin an Position 2561 des Von-
Willebrand-Faktors. Der Austausch befindet sich somit in der C2-Doméne des Von-
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Willebrand-Faktors und hier nahe der fiir die Bindung an den Gp-IIb/IIla-Rezeptor
der Thrombozytenmembran verantwortlichen RGD-Sequenz, die an Position 2.507-
2.509 des Proteins (alte Nomenklatur: 1.744-1.747 des reifen Von-Willebrand-Faktors)
im Exon 44 in der C1-Doméne lokalisiert ist (Berliner et al. 1988, Weiss et al. 1993;
Beacham et al. 1992).

Es ist daher moglich, dass der Polymorphismus F/Y 2561 iiber eine Konformations-
dnderung in der Tertidrstruktur des Von-Willebrand-Faktors Einfluss auf die Interak-
tion zwischen der RGD-Sequenz des Von-Willebrand-Faktors und dem Gp-IIb/Illa-
Rezeptor der Thrombozytenmembran nimmt. Die mogliche Folge wére eine in ihrer
Funktion eingeschridnkte oder verstiarkte Thrombozytenaggregation, die sich auf die
primédre Hamostase und damit auf die Entstehung von KHK und Myokardinfarkt aus-
wirken kénnte.

Schlingmann (2000) untersuchte diesen Polymorphismus beziiglich einer Assoziati-
on zu Myokardinfarkt und koronarer Herzkrankheit und fand eine auffillige Haufung
von Tyr-Allel-Trdgern in einer Gruppe von 99 mannlichen Herzinfarktpatienten ge-
geniiber einer Vergleichsgruppe von 35 Personen mit koronarangiographischem Aus-
schluss arteriosklerotischen Verdnderungen der Koronarien. Das Ergebnis war in der
univariaten Analyse statistisch nicht signifikant, konnte jedoch dennoch eine Tendenz
aufzeigen, die es in einer Studie mit grofserem Kollektiv zu tiberpriifen gilt.

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Studie

Die Hamostase spielt in der Entwicklung von koronarer Herzkrankheit und Myokard-
infarkt eine entscheidene Rolle. Diverse Studien haben eine Beeinflussung der Hamo-
stase auf Ebene der essentiellen Thrombozytenaggregation untersucht und dabei vor
allem genetische Verdnderungen des Gp-IIb/Illa-Rezeptors der Thrombozytenmem-
bran beleuchtet. Polymorphismen der Gene des Gp-IIb/IIla-Rezeptors stehen im Ver-
dacht, die Interaktion zwischen dem Rezeptor und seinen Liganden Fibrinogen und
VWEF derart zu verdndern, dass eine Thrombozytenaggregation geférdert und das Ri-
siko zur Entwicklung von koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt erhéht wird.
Dies konnte in besonderem Mafle fiir Myokardinfarkte, die in einem jungen Lebensal-
ter auftreten und mit einer familidren Belastung assoziiert sind, zutreffen.
Schlingmann (2000) hat bisher als einziger eine mogliche Verdnderung der Interak-
tion des Gp-IlIb/IIla-Rezeptor durch einen Genpolymorphismus auf Seiten des Von-
Willebrand-Faktors untersucht. Er testete den F/Y 2561-Polymorphismus, der in der
Néhe der Bindungsregion des Von-Willebrand-Faktors fiir den Gp-IIb/Illa-Rezeptor
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liegt, auf eine mogliche Assoziation mit Myokardinfarkten. Es fand sich dabei eine
auffillige Haufung der Tyr-Allel-Trdger in der Gruppe der Myokardinfarktpatienten,
die jedoch statistisch nicht signifikant war. Aufgrund des relativen kleinen Studien-
kollektivs von 99 Infarktpatienten und 35 Kontrollpersonen, der Beschrankung auf
maénnliche Studienteilnehmer und des Verzichtes auf eine multivariate Analyse in der
Auswertung kann nicht abschlieflend entschieden werden, ob die ausbleibende statis-
tische Signifikanz Folge einer fehlenden Assoziation oder des Studiendesigns ist.

Die hier vorliegende Studie hat nun zum Ziel, den F/Y 2561-Polymorphismus in ei-
nem grofien Kollektiv von 2070 angiographisch untersuchten Personen, darunter 416
gesunde Kontrollpersonen und 1654 Patienten mit KHK und/oder MI, auf eine As-
soziation zu ischdmischen Herzkrankheiten zu priifen und dabei durch Anwendung
einer multivariaten Analyse den unabhéngigen Stellenwert des Polymorphismus in
der Pathogenese von koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt zu testen. Neben
der gesteigerten statistischen Aussagekraft bietet die Grofie des Kollektivs auch die
Moglichkeit, die Allelfrequenz in der Normalbevolkerung zu bestimmen und einzelne
Subgruppen wie z.B. junge und alte Erwachsene beider Geschlechter und Patienten
mit einem oder mehreren Infarkten und somit Hochrisiko- und Niedrigrisikogruppen

unabhéngig voneinander zu betrachten.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Studienpopulation der vorliegenden Studie umfasst 2070 Teilnehmer, die in dem
Zeitraum von Juli 1997 bis Januar 2000 im Rahmen der Ludwigshafen Risk and Cardio-
vascular Health Study (LURIC-Studie) rekrutiert wurden. Die Bewilligung der LURIC-
Studie erfolgte durch die Ethik-Kommission der Landesédrztekammer Rheinland-Pfalz
(Nr. 1997-203) (Winkelmann et al. 2001).

2.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

In die LURIC-Studie aufgenommen wurden kaukasische Patienten deutscher Abstam-
mung, die sich im Ludwigshafener Herzzentrum einer Koronarangiographie unterzo-
gen und die nach einer Aufkldrung {iber die Studie in die Teilnahme einwilligten.
Die Koronarangiographien der Teilnehmer wurden zur diagnostischen Abkldarung be-
stehender pektangindser Beschwerden sowie im Rahmen der Diagnostik von Herz-
klappenfehlern unternommen. Abgesehen von akuten koronaren Syndromen war die
klinische Stabilitdt der Teilnehmer Bedingung. Als Ausschlusskriterien fiir die LURIC-
Studie galten akute Erkrankungen mit Ausnahme koronarer Syndrome, chronische
Leiden nicht kardialen Ursprungs sowie eine maligne Tumorerkrankung innerhalb
der letzten fiinf Jahre (Winkelmann et al. 2001). Fiir die hier vorliegende Studie wur-
den dariiber hinaus alle Patienten mit Koronargefafistenosen zwischen 1-19 % aus-
geschlossen, da sie weder der Kontroll- noch der KHK-Gruppe zugewiesen werden
konnten, sowie alle Patienten, die zum Zeitpunkt des ersten Herzinfarktes alter als 70
Jahre waren, um somit Multimorbiditit als EinflufSgrofie einzuschranken.

2.1.2 Definitionen
Die folgenden Definitionen basieren auf Winkelmann et al. (2001).

Kontrollpersonen Zur Gruppe der Kontrollpersonen wurden alle Patienten gezdhlt,
die weder zum Zeitpunkt der Aufnahme in die LURIC-Studie noch in der Fol-
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gezeit bis zur Bearbeitung der vorliegenden Studie einen Myokardinfarkt erlit-
ten haben und die in der Koronarangiographie keine sichtbare Wandverengung-
oder irregularitdt aufwiesen. Das Fehlen einer sichtbaren Wandverengung oder

-irregularitdt wurde als als 0%ige Stenose definiert.

Koronare Herzkrankheit Die Diagnose koronare Herzkrankheit (KHK) basiert aus-
schliefilich auf koronarangiographischen Kriterien. Die Analyse der Angiogram-
me erfolgte visuell auf einem 2 m? grofien Bildschirm nach einem feststehenden
Schema. Geméf; den Kriterien des Ad-hoc-Komitees der American Heart Asso-
ciation wurden die drei groflen Koronararterien in 15 Segmente unterteilt (vgl.
Austen et al. 1975). Aufgrund der Tatsache, dass die Halfte aller Myokardinfark-
te auf der Ruptur eines ateriosklerotischen Plaques bei einer Stenose von weni-
ger als 50 % beruht, wurden in der vorliegenden Studie alle Patienten mit einer
Stenose von wenigstens 20 % an mindestens einem Koronararteriensegment der
Gruppe , Koronare Herzkrankheit” (KHK) zugeordnet (vgl. Little et al. 1991).

1-, 2- und 3-GefaRerkrankung Zur differenzierten Auswertung wurde eine Stratifizie-
rung der Gruppe KHK in 1-, 2- und 3-Gefdfierkrankung vorgenommen. Eine 3-
Gefédfserkrankung wurde definiert als das Vorliegen einer wenigstens 50%igen
Stenose an allen drei grofsen Koronararterien, eine 2-Gefdfserkrankung als das
Vorliegen einer wenigstens 50%igen Stenose an zwei der drei grofien Koronar-
arterien. In die Gruppe der 1-Gefdflerkrankungen wurden alle Patienten mit
wenigstens 20%iger Stenose an mindestens einer der drei Hauptkoronararteri-
en gerechnet, so dass unter dem Terminus der 1-Gefdfierkrankung auch solche
Patienten subsumiert wurden, die eine minder schwere Verlaufsform der KHK

aufwiesen.

Koronare Herzkrankheit mit oder ohne Myokardinfarkt Bei der Analyse der Daten
wurde mit zwei verschiedenen Gruppen zur koronaren Herzkrankheit gearbei-
tet: ,KHK gesamt” impliziert alle Patienten mit einer mindestens 20%igen Ste-
nose an einer der drei Hauptkoronararterien, wiahrend , KHK ohne MI” nur die
Patienten beinhaltet, die bei einer mindestens 20%igen Stenose an einer der drei

Hauptkoronararterien bisher noch keinen Myokardinfarkt erlitten hatten.

Myokardinfarkt Zur Diagnosestellung des Myokardinfarktes waren typische EKG-Ver-
dnderungen ein zwingendes Kriterium, dariiber hinaus mussten persistierende
pektangindse Beschwerden, die auf sublinguale Nitroglyzerin- bzw. Isosorbiddi-

nitratapplikation keine Besserung zeigten, iiber einen Zeitraum von mehr als 20

17



2 Patienten, Material und Methoden

Minuten vorliegen und zusétzlich — oder an Stelle dieser Beschwerden — charak-
teristische Enzymverdanderungen nachweisbar sein. Als typische EKG-Verdnder-
ungen fiir einen Myokardinfarkt mit ST-Streckenhebung (transmuralen oder ,Q-
wave”-Infarkt) galten ST-Streckenerhhungen von >2 mm in mindestens zwei
nebeneinander liegenden Brustwandableitungen bzw. von >1 mm in zwei be-
nachbarten Extremitdtenableitungen oder eine im Ruhe-EKG neu aufgetretene
pathologische Q-Zacke in wenigstens zwei nebeneinander liegenden Ableitun-
gen. Die Q-Zacken wurden als pathologisch eingestuft ab einer Tiefe von 1 mm
und einer Dauer von 0,003 Sekunden in den Ableitungen I, II, III, aVL, aVF, Vs,
Ve bzw. von 0,02 Sekunden in V4 in zwei aneinander grenzenden Ableitungen
oder einer QR-Strecke von > 0,03 Sekunden in den Ableitungen V- V3. Die pa-
thologischen Q-Zacken galten dann als neu, wenn in dem aktuellsten EKG, das
von der Zeit vor Aufnahme in die Studie verfiigbar war, diese nicht nachzuwei-
sen waren. Typische EKG-Verdnderungen fiir einen Myokardinfarkt ohne ST-
Streckenhebung (nichttransmuraler oder ,non-Q-wave”-Infarkt) waren eine neu
aufgetretene ST-Streckensenkung von iiber 1 mm in zwei benachbarten Ablei-
tungen, eine T-Negativierung von iiber 1 mm in mindestens drei nebeneinander
liegenden Ableitungen mit Ausnahme von V; und aVR oder ein neu aufgetre-
tener Linksschenkelblock. Als charakteristische Enzymverdanderungen wurden
definiert ein Anstieg der Creatinkinase (Gesamt-CK) um mindestens den Faktor
zwei iiber den oberen Referenzwert des untersuchenden Labors, ein Anstieg des
CK-MB-Anteils iiber 5% oder iiber die 99%-Perzentile einer Referenz-Kontroll-
gruppe innerhalb der ersten 36 Stunden nach Auftreten der akuten Symptome
eines Myokardinfarktes, ein Anstieg des CK-MB-Anteils tiber das Doppelte des
oberen Grenzwertes bzw. iiber die 99%-Perzentile einer Referenz-Kontrollgruppe
oder ein Anstieg von Troponin T bzw. I tiber den Referenzwert. Sofern sich
der Myokardinfarkt langere Zeit vor Aufnahme in die Studie ereignete, wurden
fir die Diagnose eines Myokardinfarktes drztliche Dokumente, wie z. B. Entlas-

sungsbriefe aus dem Krankenhaus herangezogen.

Kiirzer und langer als ein Jahr zuriickliegender Myokardinfarkt Die Gruppe der Studi-
enteilnehmer mit Myokardinfarkt wurde zur differenzierten Auswertung in die
Subgruppen ,Kiirzer als ein Jahr zuriickliegender Myokardinfarkt” (Ml _1)
und die Subgruppe ,Lidnger als ein Jahr zuriickliegender Myokardinfarkt”
(MIi<_1) unterteilt, wobei t = 0 als Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie defi-
niert wurde und t = —1 den Zeitpunkt genau ein Jahr vor Eintritt in die Studie

bezeichnet. t > —1 war damit der Zeitabschnitt von 364 Tagen vor dem Aufnah-
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metag in die Studie bis zu dem Aufnahmetag. t < —1 meinte den Zeitraum, der
aus der Vergangenheit bis genau 365 Tage vor Aufnahme in die Studie reichte.
Hat sich der erste Myokardinfarkt in einem Zeitraum von unter einem Jahr vor
Aufnahme in die Studie ereignet, so wurde der Patient zu der Gruppe Ml 1
gezdhlt, lag der Infarkt genau ein Jahr oder langer zuriick, so zdhlte er zu der
Gruppe Ml;<_1.

Anzahl der Myokardinfarkte Die Anzahl der Myokardinfarkte war definiert als z. Zur
Gruppe MI,—; zéhlten alle Teilnehmer mit genau einem Myokardinfarkt, zu der
Gruppe MI;>; alle Patienten, bei denen zwei oder mehr Myokardinfarkte dia-
gnostiziert wurden. Die Gruppe , Myokardinfarkt” (MI) beinhaltete unabhéngig
von der Anzahl der Myokardinfarkte des einzelnen Patienten, alle Patienten, bei
denen mindestens ein Myokardinfarkt diagnostiziert wurde.

Hypercholesterinimie Ein Serumgesamtcholesterin von >240 mg/dl oder das Vorlie-
gen einer lipidsenkenden Medikation bedingten die Definition Hypercholesteri-
namie.

Rauchen Als Raucher wurden alle aktuellen und ehemaligen Zigaretten-, Zigarren-
und Pfeifenraucher eingestuft.

Diabetes mellitus Die Diagnose Diabetes mellitus wurde durch einen Plasmaglu-
kosespiegel von >160 mg/dl nach zumindest achtstiindiger Nahrungskarenz
oder einen 2-h-Plasmaglukosewert von >200 mg/dl beim oralen Glukose-
Toleranztest mit 75 g Glukose definiert oder durch eine bestehende antidiabe-
tische Therapie mit oralen Antidiabetika bzw. Insulin bedingt.

Ubergewicht Ubergewicht wurde definiert als ein Body-Mass-Index (BMI)
>26 kg/ m?2.

Hypertonie Kriterium fiir das Vorliegen einer Hypertonie war ein mindestens dreimal
unter denselben Bedingungen gemessener systolischer Blutdruck >140 mmHg
und/oder ein diastolischer Wert >90 mmHg oder das Bestehen einer antihyper-

tensiven Therapie.

Hyperfibrinogenamie Zur Definition der Hyperfibrinogendmie wurde die 95 %-Per-
zentile der Plasmafibrinogenkonzentration von 600 gesunden Blutspendern an
der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf bestimmt und das Vorliegen einer
Hyperfibrinogenamie bei Uberschreiten dieser Grenze und somit bei einem Wert
von mehr als 360 mg/dl festgelegt.
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Nomenklatur des F/Y 2561-Polymorphismus Ein Polymorphismus ist definiert als ei-
ne Variabilitit der DNA-Sequenz mit mindestens zwei Allelen, von denen das
héufigere mit einer Frequenz €99% in der Bevolkerung auftritt (Peake und Win-
ship 1991). Das hédufigere Allel wird oft auch als Wildtypallel bezeichnet. In der
vorliegenden Studie wurde der Polymorphismus von PhenylAdenin und Tyro-
sin an Position 2561 des Von-Willebrand-Faktor-Proteins (VWE-Protein) unter-
sucht. Das Vorkommen von PhenylAdenin stellt hierbei die zuerst beschriebene
und hdufigere Variante dar, Trager des PhenylAdenins werden im Folgenden als
Phe-Allel-Tréger bezeichnet. Die ihr zugrunde liegende DN A-Sequenz entspricht
dem Allel 7932T im Exon 45 des Von-Willebrand-Faktor-Gens auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 12 (12p13.2) (Mancuso et al. 1989). Tyrosin an Position
2561 des VWEF-Proteins entspricht der selteneren Variante, Trager des Tyrosins
werden im Folgenden als Tyr-Allel-Trager bezeichnet. Dieser Variante liegt ein
Tausch von Thymin zu Adenin in dem Mutantenallel 7932A im Exon 45 des
Von-Willebrand-Faktor-Gens zugrunde (Schneppenheim, unveréffentlicht). Die-
ser Polymorphismus ist in Abschnitt 2.2 auf der ndchsten Seite beschrieben. Die
Nomenklatur wurde auf F/Y 2561 festgelegt! und verwendet den Einbuchsta-
bencode fiir Aminosauren, wonach ,F” fiir PhenylAdenin und ,Y” fiir Tyrosin
steht. Im an anderer Stelle ebenfalls verwendeten Dreibuchstabencode fiir Ami-
nosduren entspricht ,Phe” PhenylAdenin und , Tyr” Tyrosin.

F/Y 2561—Klassifikation: 7932A positiv und 7932A negativ Heterozygote Trager des
Mutanten-Allels 7932A mit dem Genotyp 7932TA und homozygote Trdger des
Allels 7932A mit dem Genotyp 7932AA wurden als 7932A positiv eingestuft.
Teilnehmer mit dem Wildtypallel 7932T und dem Genotyp 7932TT wurden als
7932A negativ eingestuft.

2.1.3 Basischarakteristika des Studienkollektivs

Die 2070 Personen starke Studienpopulation wurde zur Darstellung der Basiswerte in
die Gruppen MI (Myokardinfarkt), KHK ohne MI und Kontrolle eingeteilt. Tabelle 2.1
gibt einen Uberblick iiber die Basischarakteristika des Kollektivs. Vergleicht man die
Basiswerte der drei Untergruppen untereinander, ergeben sich statistisch signifikan-
te Unterschiede zwischen der Gruppe MI und der Kontrollgruppe sowie zwischen

der Gruppe KHK gesamt und der Kontrollgruppe. In der Analyse der Daten wurden

! Generell werden Polymorphismen, die einzelne Aminosauren betreffen, in der Form A/G 1234 angege-
ben; solche, die einzelne Nukleotide betreffen, in der Form 1234A/G (vgl. Goodeve und Peake 2001).
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Tabelle 2.1: Basischarakteristika des Studienkollektivs

Kontrolle MI KHK ohne MI
n = 416 n = 789 n = 865
ue o p o p o

Alter (Jahre) 58,14 11,75 61,65 9,53 64,65 9,39
Gewicht (kg) 78,59 14,27 80,48 14,02 80,07 13,96
Grofie (cm) 169,88 9,79 170,86 8,43 169,83 8,66
mannliches Geschlecht (%) 50,72 80,61 69,13
Gesamtcholesterin (mg/dl) 215,32 39,50 201,25 42,13 214,09 44,85
systol. Blutdruck (mmHg) 134,52 21,94 137,60 24,16 146,52 22,75
diastol. Blutdruck (mmHg) 79,71 11,55 80,12 11,56 82,79 11,30
Fibrinogen (mg/dl) 359,14 82,05 424,67 119,87 393,91 97,27
BMI (kg/ m?) 27,17 4,07 27,50 3,99 27,70 4,05
Von-Willebrand-Faktor-Antigen (U/dl) 153,42 62,07 178,69 74,13 170,83 71,31
ultrasensitives CRP (mg/1) 0,52 0,89 1,19 2,33 0,86 1,69

MI vs. Kontr. KHK o.MI vs. Kontr. MI vs. KHK o. MI

P P P

Alter 0,0001 0,0001 0,0001
Gewicht 0,0102 0,0495 0,4928
Grofle 0,0235 0,8407 0,0074
Gesamtcholesterin 0,0001 0,3766 0,0001
systol. Blutdruck 0,0510 0,0001 0,0001
diastol. Blutdruck 0,5457 0,0001 0,0001
Fibrinogen 0,0001 0,0001 0,0001
BMI 0,1015 0,0139 0,2980
Von-Willebrand-Faktor-Antigen 0,0001 0,0001 0,0343
ultrasensitives CRP 0,0001 0,0001 0,0001

2 arithmetisches Mittel
b Standardabweichung

in Ubereinstimmung mit den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie
(DGK 1998) Hypercholesterindmie, Rauchen, Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyper-
fibrinogendmie und Ubergewicht als klassische Risikofaktoren der KHK angesehen
und in einer multivariaten Analyse unter Anwendung einer logistischen Regression
miteinbezogen.

Die Pravalenz dieser Faktoren im Studienkollektiv ist in Tabelle 2.2 dargestellt.

2.2 Material und Methoden

Die Studienpopulation wurde auf Trager des Allels 7932T und auf heterozygote und
homozygote Trager des Allels 7932A im Exon 45 des Von-Willebrand-Faktor-Gens auf
dem kurzen Arm des zwolften Chromosoms untersucht. Es handelt sich dabei um
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Tabelle 2.2: Pravalenz der klassischen Risikofaktoren der
KHK im Studienkollektiv

MI KHK ohne MI  Kontrolle
(%) (%) (%)

Hypercholesterindmie 78,71 65,55 37,74
Rauchen 84,7 59,66 47,35
Hypertonie 69,46 80 60,58
Diabetes mellitus 33,84 33,18 17,55
Hyperfibrinogenamie 64,89 58,61 43,51
Ubergewicht 62,1 64,05 57,21

den Single-Nucleotid (SN)-Polymorphismus 7932T/A , bei dem das an Basenposition
7932 stehende Thymin (T) (Mancuso et al. 1989) durch Adenin (A) ersetzt ist (Nomen-
klatur nach Goodeve und Peake 2001). Dieser Basentausch bedingt einen Aminosédu-
retausch: Codon 7931-7933 (5’-TTT-3’) fiir die Aminosdure PhenylAdenin an Position
2561 des VWE-Proteins (Abbildung 2.1)wird zu 5’-TAT-3" und bedingt damit den Ein-
bau der Aminosdure Tyrosin in das VWF-Protein (Abbildung 2.2). Homozygotie fiir
den F/Y 2561-Polymorphismus zeigt die Abbildung 2.3.

Zur Analyse der Studienpopulation auf das Vorliegen beider Allele des F/Y 2561-
Polymorphismus wurde eine Methode angewandt, die es erlaubte, gleichzeitig auch
andere Mutationen auf dem untersuchten DNA-Abschnitt zu detektieren. Alle Un-
tersuchungen wurden blind durchgefiihrt: Es wurde mit fortlaufend (Nr. 1001-2500)
nummerierten Probenrdhrchen gearbeitet ohne, dass weitere Angaben {iber die Pati-
entenproben bekannt waren. Analysiert wurden 2500 DNA-Proben, von denen dann
durch die in Abschnitt 2.1.1 genannten Ausschlusskriterien 2070 in die Auswertung
der vorliegenden Studie einflossen. Im chronologischen Ablauf kamen folgende mole-
kularbiologischen Analysetechniken zur Anwendung;:

1. Isolierung der DNA aus mononukledren Zellen (Citrat Vollblut)

2. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Amplifizierung eines 201 Basen-
paar (bp) langen Abschnitts im Exon 45 des Von-Willebrand-Faktor-Gens

3. Diinnschicht-Polyacrylamidgelelektrophorese
4. Silberfarbung des Polyacrylamidgels, Qualitdtskontrolle der zuvor erfolgten PCR

5. Mischen der DNA von jeweils zwei Patientenproben in einem Probenrohrchen
einer Mikrotiterplatte, Zufiihren dieser in ein Heteroduplex-Programm im Ther-
mocycler
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T CCCTGTCTGC CCCTCGGGCTNT CAGCTGAGCTGTAAGACCT |
120 130 40 60

b

Abbildung 2.2: Heterozygotie fiir den Polymorphismus F/Y 2561 (unterstrichenes Codon): Ein Peak
fur die Base Thymin an Position 7932 erscheint gleichzeitig mit einem Peak der Base Adenin, in
5’-3’-Richtung.

AV A

i TCCCT GTCT GCCCCTCGGGCTATCAGCT GAGCTGTAAGACCT (

I e

Abbildung 2.3: Homozygotie fiir 7932A: An Position 7932 (unterstrichenes Triplett) ist nur ein Peak
fir die Base Adenin nachweisbar, in 5’-3’-Richtung.

6. Analyse der Proben in der Denaturing high-performance liquid chromatogra-
phy (DHPLC) mit Hilfe der WAVE-Maker-4.1- und der D-7000-HSM-Software,
Kennzeichnung aller Probenpaare, die eine Mutation aufwiesen

7. Erneute PCR mit den Probenpérchen, die nach DHPLC-Analyse aufféllig wa-
ren: Amplifizierung eines nun 123 bp grofien Abschnitts im Exon 45 des
Von-Willebrand-Faktor-Gens mit Mismatch-Primern (Pseudomonas-diminuta-
(Pdm)I-Primer)

8. Restriktionsenzymverdau der PCR-Produkte mit dem PdmI-Enzym
9. Diinnschicht-Polyacrylamidgelelektrophorese

10. Silberfarbung des Polyacrylamidgels, direktes Ablesen des Genotyps der unter-

suchten Proben auf dem Polyacrylamidgel

11. PCR der Proben, die in der DHPLC auffillig und nach Analyse durch Restrik-
tionsenzymverdau fiir den Genotyp 7932A negativ waren: Amplifizierung eines
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345 bp langen Abschnitts im Exon 45 des Von-Willebrand-Faktor-Gens fiir eine

Sequenzierung
12. Seqgenzieren der zuvor amplifizierten Proben

Diese Techniken und Methoden werden im folgenden kurz beschrieben.

2.2.1 DNA-Isolierung

Die DNA fiir die vorliegende Studie wurde bereits isoliert aus dem Pool der LURIC-
Studie zur Verfligung gestellt. Die Isolierung erfolgte aus mononukledren Zellen (Ci-
trat Vollblut) unter Verwendung des kommerziellen QIAmp DNA Blood Mini Kit der
Firma Quiagen. Die Konzentration der DNA betrug 50 ng/ml bei einer Menge von
50 ul Aliquot je Probe.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) erlaubt es, einen durch den zugefiigten Pri-
mer klar definierten DNA-Abschnitt in hoher Anzahl zu vervielfiltigen. Der Primer
entspricht dabei einer festgelegten DNA-Sequenz, die dem Reaktionsgemisch zuge-
figt wird und die sich der DNA an den ihr komplementdren Stellen anlagert. Der
Primer stellt einen Startpunkt fiir die replizierenden Enzyme da und markiert damit
den Anfang und das Ende des zu vervielfédltigenden Abschnitts der DNA. Die PCR
wurde in dieser Studie im Zusammenhang mit drei unterschiedlichen molekularbiolo-
gischen Verfahren angewandt: Sie diente der Herstellung einer ausreichenden Menge
von DNA fiir die DHPLC-Analyse, den Restriktionsverdau und die Sequenzierung.
Fiir jede Methode wurde ein leicht modifizierter DNA-Abschnitt des Exons 45 des
Von-Willebrand-Faktor-Gens auf dem distalen Abschnitt des zwolften Chromosoms
amplifiziert. Definiert wurden diese Abschnitte iiber drei unterschiedliche Primerpaa-

re.

2.2.2.1 PCR-Primer

Primer der PCR fiir die DHPLC-Analyse Der fiir die DHPLC-Analyse verwendete
DNA-Abschnitt hat eine Lainge von 201 Basenpaaren (bp) (Abbildung 2.1 auf Sei-
te 23). Die hierzu verwendeten Primer sind bisher unveroffentlicht: sense-Primer:
5-GTGTCCGAGTGAAGGAGGAGantisense-Primer: 5-AGCCAAAAGTGGAAAGA-
GAGGE'. Es erfolgten zundchst mehrere Versuche mit anderen Primern. Die
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damit amplifizierten DNA-Abschnitte erwiesen sich jedoch in der DHPLC-Ana-
lyse als nicht optimal, da sie entweder durch ihre Linge das Schmelzverhalten
unglinstig beeinflussten oder einen anderen, bisher unverdffentlichten Polymor-
phismus (7740C/A) mit dem Austausch von Cytosin gegen Adenin im Intron
Nr. 44 des VWF-Gens beinhalteten (siehe dazu Abschnitt 3.8 auf Seite 79 und
Abbildung 3.5 auf Seite 80). Dieser {iberdeckte in der DHPLC-Analyse den Ziel-
polymorphismus F/Y 2561 , so dass ein Abschnitt gewdhlt werden mufite, der
den DNA-Abschnitt mit dem Polymorphismus 7740C/A ausklammerte.

Primer der PCR fiir den Restriktionsenzymverdau Die fiir den Restriktionsenzymver-
dau amplifizierte Sequenz der DNA ist mit einer Lange von 123 bp der kiirzeste
der drei verwendeten DNA-Abschnitte. Es wurde folgendes Primerpaar verwen-
det: sense-Primer 5-AGCTGGAGGTCCCTGTCTGCCCCGAABG@d antisense-
Primer 5-AAAGGTGGTGCCCGGTCGBA®er sense-Primer ist ein Mismatch-Pri-
mer: Er weist an Basenpaar-Position 24-26 statt der genomischen Sequenz 5'-
TGG3’ die Sequenz 5-GAA’-3” auf und schafft somit die Voraussetzung fiir das
spdtere Anlagern des Pdml-Enzyms (vgl. Eikenboom et al. 1998).

PCR fiir die Sequenzierung Fiir die Sequenzierung wurde ein DNA-Abschnitt mit ei-
ner Lange von 345 bp amplifiziert. Verwendung fanden der sense-Primer 5-AC-
CACCTTCCTGAGAGAAGHGInd der antisense-Primer 5-AGCCAAAAGTGGAAA-
GAGAGGSE'. Da bei der Sequenzierung die Basen, die im oder dicht am Primer
liegen, nicht miterfasst werden kénnen, wurde dieser DNA-Abschnitt langer
gewdhlt als die oben beschriebenen DNA-Sequenzen, die beide innerhalb des
DNA-Abschnitts fiir die Sequenzierung liegen.

2.2.2.2 PCR-Ansatze

Der Ansatz der PCR erfolgte als 50 ul-Ansatz in 96er Mikrotiterplatten und mit den in
Tabelle 2.3 dargelegten Mengenverteilungen. Bei der verwendeten Polymerase handelt
es sich um eine Thermus-aquaticus-Polymerase, die iiber Eschericha coli exprimiert
wird. Verwendet wurde das Produkt der Firma GibcoBRL. Mit Ausnahme der PCR
tiir die DHPLC-Analyse wurde cetus-Puffer verwendet (100 mM Tris, 15 mM MgCl,,
500mM KCl, 0,01 % Gelatine ad 100 ml Aqua destillata, HCI zu pH 8,3). Die DHPLC-
Analyse verlangte einen Puffer ohne Gelatinezusatz, daher wurde fiir diesen Ansatz
der PCR Buffer II der Firma Perkin Elmer verwendet (100 mM Tris-HCL, 500 mM KCl,

pH 8,3). Zum Ausschluss einer Kontamination wurde die PCR in einem nur fiir diese
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Tabelle 2.3: PCR-Ansatze

PCR fiir DHPLC- Restriktions- Sequenzierung
Analyse enzymverdau

(ul) (ul) (ul)
Patienten DNA 1 1 1
Aqua dest. 39 40 40
Puffer 5P 5¢ 5¢
dNTP? 1 1 1
MgCl, 2,5 1 1
Sn-Primer 1 1 1
Asn-Primer 1 1 1
Tag-Polymerase 0,2 0,2 0,2

2 Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
b perkin-Elmer-Puffer I
¢ cetus-Puffer

PCR bestimmten Raum angesetzt, pro Mikrotiterplatte wurden zwei Negativkontrol-
len ohne Patienten-DNA mitgefiihrt.

2.2.2.3 Amplifizierung

Die Amplifizierung erfolgte im Thermocycler und teilte sich in die Schritte Denaturie-
rung, Annealing und Extension auf. Ein vorab programmierter Ablauf legte die wah-
rend der einzelnen Schritte im Thermocycler herrschenden Temperaturen fest. Wah-
rend der Denaturierung bedingte eine hohe Temperatur die Auftrennung des DNA-
Doppelstranges in die beiden Einzelstrdange. Wahrend der Annealingzeit sank die
Temperatur wieder und gab den Primern die Moglichkeit, sich an die einzelnen DNA-
Strange anzulagern. Die optimale Annealingtemperatur (Tm, gemessen in °C) ist unter
anderem abhidngig von der Lange des gewdhlten Primers und dem Anteil an Guanin-
und Cytosin-Basen in der Sequenz, da diese eine besonders hohe Annealingtempera-
tur verlangen. Die effizienteste Annealingtemperatur fiir die hier verwendeten Primer
wurde zundchst ndherungsweise nach der Formel Tm = 2 X (ny + nt) +4 X (ng + nc)
berechnet, wobei n; mit i = A,C,G T die absolute Haufigkeit der jeweiligen Base im
Primer ist. Die errechnete Temperatur wurde dann experimentell optimiert, indem die
Primer bei verschiedenen Annealingtemperaturen verwendet wurden und mit Hilfe
der PAGE dann der quantitativ erfolgreichste Versuch bestimmt wurde. In der Exten-
sionszeit wurde die Tag-Polymerase aktiv: Es handelt sich dabei um ein hitzestabiles
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Tabelle 2.4: PCR-Programme im Thermocycler

PCR fiir DHPLC- Restriktions- Sequenzierung
Analyse enzymverdau
Anzahl Zyklen 35 40 40

Temp. Zeit Temp. Zeit  Temp. Zeit
Q) (seq) () (seq)  (°O) (sec)

Denaturierung 95 302 95 302 94 407
Annealing 60 30 66 30 64,7 30
Extension 72 45> 72 20P 72 60P

2 Die Denaturierung im erste Zyklus dauert 300 sec ldnger.
b Die Extension im letzten Zyklus dauert 300 sec langer.

Polypeptid mit einem Molekulargewicht von ca. 94 kDa, das trotz der hohen Tem-
peraturen in der Denaturierungsphase noch intakt ist. Die Tag-Polymerase besitzt als
Prokaryonten-Enzym sowohl eine 5'— 3’-Polymerase-Aktivitit, als auch eine 5’ — 3’-
Exonuklease-Aktivitdt. Nach Anlagerung des Enzyms an das 3’-OH-Ende der Primer
erfolgte mit Hilfe der dem PCR-Ansatz als Cofaktoren beigefiigten Desoxytrinukleoti-
de (ANTPs) und des Mg?* die Neusynthese der DNA am Einzelstrang. Die Einbaurate
der Tag-Polymerase liegt bei ca. 150 Nukleotiden pro Sekunde und Enzymmolekiil
bei einem Temperaturoptimum von 72-80°C . Wahrend der Amplifizierung wéchst
die Anzahl der neu synthetisierten doppelstrangigen DN A-Molekiile exponentiell: Sie
verdoppelt sich jeweils wahrend eines Zyklus (Miiller 2001). Die Amplifizierung der
PCR erfolgte in einem auf 95 °C vorgeheizten Thermocycler gemafs dem Programm in
Tabelle 2.4.

Nach Abschluss des letzten Zyklus erfolgte eine Abkiihlung auf 4 °C bis zur Ent-

nahme der Proben aus dem Thermocycler.

2.2.3 Diinnschicht-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach der PCR und dem Restriktionsenzymverdau wurden die DNA-Produkte durch
eine Diinnschicht-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach ihrer Grofse aufge-
trennt und schlieflich durch eine Silberfarbung sichtbar und in ihrer Qualitdt beurteil-
bar gemacht. Es wurde ein 6%iges Polyacrylamidgel benutzt, dessen Grundsubstanz
zundchst frisch nach einem festgelegten Losungsansatz (siehe AnhangA.1.2) gemischt
wurde und dann auf Tragerfolien zur Polymerisation gebracht wurde. Hierzu wurde

jeweils eine Trdgerfolie mit einer hydrophoben und einer hydrophilen Seite verwen-
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Tabelle 2.5: Silberfarbung des Polyacrylamidgels

Vorgang Dauer Schiittelwasserbad

1. Fixation 5 min 10%iges Ethanol

2. Oxidation 3 min 65%ige Salpetersaure (HNO3) (154 ml auf 11 Aqua
destillata)

3. Spiilung 30 sec Aqua destillata

4. Inkubation 40 min Silbernitrat (AgNO3) (2,4 g auf 11 Aqua destillatat)

5. Spiilung 2 x30sec Aqua destillata

6. Reduktion 10-15 min Reduktionslésung (30 g Natriumcarbonat (NaHCO3)
und 540 ul 37%iges Formalin auf 11 Aqua destillata)

7. Stoppen der Reaktion 5 min 10%ige Essigsdure

8. Spiilung 3 min Aqua destillata

det. Nach Benetzung der hydrophoben Seite mit Wasser wurde die Folie auf eine
Glasplatte aufgewalzt und an den Rédndern mit 1,5 cm breiten Plastikspacern bedeckt.
Dartiiber wurde eine zweite Glasplatte mit festen Klammern fixiert. Kantennah aufge-
klebte Quadrate aus Klebestreifen mit einer Grofe von ca. 3 mm? fiihrten zu Vertie-
fungen im Gel, die spater zum Auftragen der Proben dienten. Das gut gemischte Po-
lyacrylamidgel wurde dann mit einer elektrischen 10 ml-Pipette zwischen die Platten
gegossen. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Gel auf der Trigerfolie von den
Platten geldst und in eine auf 8 °C gekiihlte Elektrophoresekammer gelegt. Die qua-
dratischen Vertiefungen lagen dabei immer kathodennah. Als Elektroden dienten auf
das Gel applizierte Filterpapierstreifen, die in Tris-Borat-Pufferlosung (Ansatz siehe
AnhangA.1.2) getrankt wurden. In die Vertiefungen wurden nun je 1,5 pl des PCR-
Produktes aufgetragen, sowie ein 100 bp-Marker zur Kontrolle. Die Elektrophorese
erfolgte bei 100-600 Volt und einer konstanten Leistung von 14 Watt fiir 20-30 Minu-
ten.

2.2.3.1 Silberfarbung

Zur Darstellung der DNA-Banden wurde das Polyacrylamidgel durch eine Silberfar-
bung behandelt. Die Silberfarbung erfolgte im Schiittelwasserbad nach dem Protokoll
in Tabelle 2.5. Nach der Farbung wurden die Gele getrocknet und unter Klarsichtfolie

versiegelt.
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Abbildung 2.4: PAGE der PCR fiir die DHPLC-Analyse: Zwischen heterozygoten Proben mit dem
Mutantenallel (4-5) und Wildtyp-Proben (6-8) ist keine Unterscheidung moglich. Produktlange:
201 bp, 100 bp-Maker (1), Negativkontrollen (2-3)

2.2.3.2 Auswertung der PAGE

PCR fiir die DHPLC-Analyse Die Gele mit den PCR-Produkten fiir die DHPLC-
Analyse wurden im Hinblick auf die Quantitdt der Produkte ausgewertet, die
anhand der Stiarke der Banden nach der PAGE auf dem Polyacrylamidgel be-
urteilt werden konnte. Zu schwach oder gar nicht amplifizierte Proben wurden
aussortiert und ein zweites Mal amplifiziert. Die Produkte zeigten unabhéngig
vom Vorliegen des Wildtyp- oder Mutantenallels des Polymorphismus F/Y 2561
identische Laufeigenschaften, so dass eine genotypische Unterscheidung hier
nicht moglich war (siehe Abbildung 2.4).

Restriktionsenzymverdau Die Gele mit den Produkten des Pdml-Restriktionsenzym-
verdaus (siehe Abschnitt 2.2.5 auf Seite 40) wurden im Hinblick auf das Vorlie-
gen des Mutanten- oder Wildtypalles des Polymorphismus F/Y 2561 untersucht.
Der Verdau des Wildtyp-Produktes (123 bp) ergab zwei DNA-Fragmente mit
einer Grofie von 28 bp und 95 bp. In der PAGE wurde nur die 95 bp-Bande
sichtbar. Der Verdau einer fiir die Mutation heterozygoten Probe fiihrte zu zwei
Banden auf dem Polyacrylamidgel: eine unverdaute, 123 bp grofle Bande des
Mutantenallels (7932A) und eine 95 bp grofie Bande des Wildtypallels (7932T).
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Abbildung 2.5: PAGE nach dem Enzymverdau. Wildtyp-Proben (4) wurden zu zwei Fragmenten
verdaut, sichtbar ist das 95 bp-Fragment. Fiir die Mutation T7932 — A heterozygote Proben (5) blie-
ben zur Halfte unverdaut (123 bp-Bande, Mutantenallel), die andere Halfte (Wildtypallel) liegt
verdaut als 95 bp-Fragment vor. Die homozygote Probe (6) blieb unverdaut (123 bp-Bande). In 3
ist eine Probe ohne erfolgten Enzymverdau (123 bp) aufgetragen.

Folglich fiihrte ein fiir die Mutation homozygoter Genotyp zu einer einzigen
123 bp Bande (siehe Abbildung 2.5).

PCR fiir die Sequenzierung Die Gele mit den PCR-Produkten fiir die Sequenzierung
wurden im Hinblick auf die Quantitdt der Produkte ausgewertet. Zu schwach
oder gar nicht amplifizierte Proben wurden aussortiert und ein zweites Mal am-
plifiziert. Wie bei der Auswertung der PCR fiir die DHPLC-Analyse liefs sich
auch hier durch die PAGE keine sichere Unterscheidung zwischen Mutanten-
oder Wildtypallel des Polymorphismus F/Y 2561 machen. Es zeigten sich jedoch
Auffilligkeiten bei zwei Proben, bei denen eine andere Mutation festgestellt
werden konnte. Hierbei handelt es sich zum einen um die stumme Mutation
C’30 T ohne konsekutiven Aminosiureaustausch und die Mutation C°13—G,

die einen Aminosdurenaustausch von Prolin zu Adenin an Stelle 2555 des Von-

Willebrand-Faktor-Proteins zur Folge hat (Abbildung 2.6), siehe hierzu auch Ab-

schnitt 2.2.4.5 auf Seite 37 und 2.2.6.4 auf Seite 45.
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Abbildung 2.6: PAGE der PCR fiir die Sequenzierungsreaktion, Wildtyp (3-7, 9 und 10) und hetero-
zygote Probe fiir F/Y 2561 (8) sind nicht zu unterscheiden. Auffilligkeiten sind bei den Mutationen
/913 —G(5) und C’P30—T (9) zu erkennen. Produktlinge: 345 bp,100 bp-Maker (2), Negativkon-
trolle (1)

2.2.4 DHPLC

Die Denaturing-High-Performance-Liquid-Chromatography (DHPLC) ist eine denatu-
rierende ion-pair reversed-phase- Fliissigkeitschromatographie, die es erlaubt, mit hoher
Sensitivitit DN A-Mutationen in PCR-Produkten durch den Vergleich zu Wildtypse-
quenzen zu detektieren. Als halbautomatisches Verfahren eignet sie sich besonders

zur Analyse einer grofien Probenzahl.

2.2.4.1 Mischen der Proben

Um zu gewdhrleisten, dass auch homozygot vorliegende Mutationen als solche er-
kannt werden, verlangte das Verfahren nach erfolgreichem Abschluss der in Ab-
schnitt 2.2.2.1 auf Seite 25 beschriebenen PCR das Mischen von jeweils zwei PCR-
Produkten unterschiedlicher Individuen. Es wurden dazu 13 ul jeder Probe verwen-
det und in einer neuen Mikrotiterplatte mit der Pipette mehrmals vermischt. Um ver-
talschte Messergebnisse durch unterschiedliche Qualitdten der verschiedenen PCR-
Ansidtze auszuschlieffen, wurden nur Proben eines PCR-Ansatzes untereinander ge-
mischt. Zusédtzlich wurden alle PCR-Produkte vor dem Mischen anhand einer PA-
GE begutachtet (siehe dazu Abschnitt 2.2.3.2 auf Seite 30). Ausgefallene sowie nur
schwach amplifizierte Proben wurden gekennzeichnet und ein zweites Mal der PCR
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zugefiihrt. Auf diese Weise konnte verhindert werden, dass beim Mischen zwei Pro-

ben mit stark abweichenden DNA-Konzentrationen vermengt wurden.

2.2.4.2 Heteroduplex-Programm

Die gemischten Proben wurden vor der DHPLC-Analyse einem 30-miniitigen
Heteroduplex-Programm im Thermocycler zugefiihrt, das nach einer 95°C -Dena-
turierung von fiinf Minuten eine schrittweise Abkiihlung von 1°C pro Minute auf
25°C vollzog. Dieses Programm fiihrte in allen Probenrohrchen, in denen mindestens
ein Mutantenallel fiir die Mutation T7?*2—A des Polymorphismus F/Y 2561 vorlag,
zur Bildung von sogenannten Heteroduplices: Hierbei handelt es sich um Zusam-
menlagerungen von DNA-Einzelstrdngen zweier unterschiedlicher Allele zu einem
Doppelstrang (vgl. Kuklin et al. 1998). Bei gleichzeitiger Anwesenheit des Mutanten-
als auch des Wildtypallels in einem Probenrdhrchen kam es zur Bildung einer He-
teroduplex, die nur auf einem Strang die Mutation trug und an dieser Stelle nicht
komplementdre Basen aufwies. Gleichzeitig entstanden in demselben Réhrchen auch
mutante Homoduplices, die einen Doppelstrang vorwiesen, der die Mutation und die
dazu komplementdre Base trug sowie Wildtyp-Homoduplices, die auf beiden Stran-
gen die Wildtypsequenz aufwiesen. Es zeigte sich, dass die Anwesenheit einer fiir
die Mutation heterozygoten Probe neben einer Wildtyp-Probe in einem Probenréhr-
chen ausreichend war, um eine eindeutig nachweisbare Heteroduplex zu bilden. In
allen Probenrdhrchen, in denen kein Mutantenallel vorlag, bildeten sich wihrend des
Heteroduplex-Programms ausschlieslich Wildtyp-Homoduplices.

2.2.4.3 Optimierung der DHPLC-Analyse fiir den Polymorphismus F/Y 2561

Der Nachweis der Mutation in der DHPLC beruht auf den verdnderten Schmelzei-
genschaften einer Heteroduplex. Die Heteroduplex schmilzt aufgrund ihrer Instabili-
tat am Punkt der Mutation unter Erwdrmung bei niedrigeren Temperaturen als die
Homoduplex (vgl. Kuklin et al. 1998). Zur Detektion des Polymorphismus F/Y 2561
wurde auf die in Oefner und Underhill (1998) entwickelte Methode auf dem WAVE
DNA Fragment Analysis System der Firma Transgenomic Inc., San Jose, USA, aufgebaut.
Die stationdre Phase bildete die Sdule DNA Sep Cartridge der Firma Transgenomic. Die
Hauptkomponente der Sdule waren alkylierte Polystyren-Divinylbenzol-Partikel ohne
Poren. Die fliissige Phase bildeten hydro-organische Pufferlosungen mit Acetonitril
und amphiphilischen Triethylammonium-Ionen. Diese wurden an der Grenzschicht

zwischen unpolarer stationdrer und polarer mobiler Phase adsorbiert, so dass sich ei-

33



2 Patienten, Material und Methoden

ne positiv geladene Oberfldche bildete. Gleichzeitig nahmen die Triethylammonium-
Ionen eine Briickenfunktion zwischen dieser Grenzflache und den negativ geladenen
dissoziierten Phosphodiestergruppen des Zucker-Phosphat-Skeletts der DNA ein. Die
auf diese Weise erfolgte Bindung der DNA an die stationdre Phase wurde durch Ace-
tonitril gelost und in der Folge die DNA von der Sdaule gewaschen. Das Auswaschen
erfolgte bei einer in Heteroduplex-Form vorliegenden DNA schneller als bei einer
in der Homoduplex-Form vorliegenden DNA. Griinde hierfiir sind vermutlich vor
allem ein verdndertes Loslichkeitspotential der im Gegensatz zur stabileren Homo-
duplex unter der gewahlten Temperatur bereits teils einzelstrangig vorliegenden und
somit weniger hydrophilen DNA der Heteroduplex (Xiao und Oefner 2001). Mittels
UV-Intensitatsmessung bei 260 nm konnte der zeitliche Unterschied des Auswaschens
von Heteroduplex und Homoduplex gemessen und graphisch dargestellt werden.
Dabei mussten folgende Parameter optimiert werden:

Lange der zu untersuchenden Sequenz Die Linge des zu untersuchenden Abschnitts,
der Anteil der Basen Guanin und Cytosin an diesem und die Lage des Poly-
morphismus innerhalb des Abschnitts beeinflussen die Schmelzeigenschaften
der DNA-Sequenz in der DHPLC. In der Optimierung wurde daher mit fiinf
verschiedenen Primer-Paaren experimentiert. Es zeigte sich dabei, dass in der
Nahe des untersuchten Zielpolymorphismus der bisher unveroffentlichte Poly-
morphismus 7740C/A mit dem Austausch von Cytosin gegen Adenin an Position
7740 im Intron Nr. 44 des Von-Willebrand-Faktor-Gens liegt. Dieser iiberdeckte
in der Analyse den Zielpolymorphismus, so dass dieser Polymorphismus durch
das zur Analyse ausgewdhlte Primer-Paar ausklammert werden musste.

Temperatur der DHPLC Ziel der Optimierung war es, eine DHPLC-Temperatur zu fin-
den, bei der ein Teil der Heteroduplex bereits denaturiert vorliegt und infolge
des dadurch verdnderten Loslichkeitspotentials aus der Sdule auswascht, wéah-
rend das noch intakte Vorliegen der Homoduplex eine messbare Retention dieser
in der Sdule zur Folge hat. Mit jedem der fiinf in der Optimierung verwendeten
Primer-Paare wurde eine PCR durchgefiihrt und in der DHPLC in neun Tem-
peraturschritten der Raum zwischen 50 °C , wo Heteroduplex und Homoduplex
noch beide im Doppelstrang vorliegen und 69 °C , wo von der Denaturierung
von Heteroduplex als auch Homoduplex auszugehen ist, abgedeckt. Anhand
der von der Software WAVEMaker 4.1 der Firma Transgenomic fiir die einzelnen
DNA-Abschnitte berechneten Schmelzkurven wurde ein sensibler Temperatur-
bereich bestimmt, innerhalb dessen in Schritten von 1°C getestet wurde. Die
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Abbildung 2.7: Schmelzkurve des bei der DHPLC-Analyse verwendeten DNA-Abschnitts, optima-
le Trennung bei 66 °C

Schmelzkurve fiir das schliefSlich verwendete Primerpaar ist in Abbildung 2.7
dargestellt. Die Sequenz des verwendeten DNA-Abschnitts zeigt Abbildung 2.1.
Eine optimale Trennung wurde bei einer Temperatur von 66 °C erreicht. Um
die Ergebnisse verifizieren und unbekannte Mutationen ausschliefien zu kénnen,

wurden die zur Optimierung verwendeten Proben zuvor sequenziert.

Puffergradient und Lange der Messung Das Maf3 der Retention konnte neben der Tem-
peratur auch iiber den Acetonitril-Gehalt der Puffer der mobilen Phase gesteuert
werden. Verwendet wurden Puffer A (0,1 M Trietylammonium-Acetat (TEAA))
und Puffer B (0,1 M TEAA, 25%iges Acetonitril). Die Losungsansitze beider Puf-
fer sind im Anhang A.1.4 beschrieben. Das Auswaschen der DNA von der Sdule
wurde {iber das Acetonitril erreicht. Die Heteroduplex l6ste sich aufgrund der
oben geschilderten Instabilititen in ihrem Aufbau schon bei geringeren Aceto-
nitrilkonzentrationen in der fliissigen Phase. Um ein zeitlich getrenntes Auswa-
schen der Hetero- und Homoduplices zu ermdglichen, wurde eine im Verlauf
der Analyse stetig steigende Konzentration an Acetonitril und damit an Puffer B
gewdhlt. In der Optimierung wurde ein Gradient mit einer Dauer von 19 Minu-
ten verwendet, dieser wurde fiir die endgiiltige Analyse auf 9 Minuten gekiirzt.
Hierzu wurde die Pufferkonzentration des Puffers B zu Beginn der Analyse auf
einen Wert angehoben, der kurz vor dem Auswaschen der Heteroduplex er-
reicht wurde. Nach Auswaschen der Homoduplex wurde der Gradient zudem
gestoppt und das Waschen der Saule eingeleitet. Auf diese Weise ergab sich der
in Tabelle 2.6 dargestellte Gradient mit einer Zunahme der Konzentration von
Puffer B von 2,3 % pro Minute. Die Flow-Rate betrug 0,9 ml/min.
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Tabelle 2.6: Puffergradient in der DHPLC-Analyse

Zeit Anteil Puffer A Anteil Puffer B
(min) (%) (%)
Laden 0,0 59 41
Start Gradient 0,5 54 46
Stop Gradient 6,5 44 56
Start Clean 6,6 0 100
Stop Clean 71 0 100
Start Equilibrate 72 59 41
Stop Equilibrate 81 59 41

2.2.4.4 Detektion von Wildtp- und Mutantenallel des Polymorphismus F/Y 2561

Anhand der DHPLC-Analyse ist es mdglich, Heteroduplices von Homoduplices zu
unterscheiden, nicht jedoch Mutante- von Wildtyp-Homoduplices voneinander abzu-
grenzen (siehe oben): Wie in Abbildung 2.8 zu erkennen, fiihrte die Analyse einer
Wildtyp-Probe (schwarze Kurve) zu einem einzigen Peak nach 4,5 min. Auf dem glei-
chen Bild findet sich die Analyse einer heterozygoten Probe (rote Kurve) mit zwei
Peaks: Nach ca. 3,6 min verursachte das Auswaschen der Heteroduplex aus gemisch-
ten Wildtyp- und Mutantenallelen der Probe den ersten Peak, darauf folgte das ge-
meinsame Auswaschen der Homoduplices aus reinen Mutantenallelen oder reinen
Wildtypallelen mit einem zweiten Peak bei ca. 4,6 min. Heterozygote und Wildtyp-
Probe waren demnach deutlich zu unterscheiden. Abbildung 2.9 zeigt, dass eine mu-
tante Homoduplex nicht eindeutig von einer Wildtyp-Homoduplex zu unterscheiden
war. Um die homozygoten Proben dennoch detektieren zu kénnen, wurden - wie be-
reits in Abschnitt 2.2.4.1 erwdhnt - jeweils zwei Proben gemischt und gleichzeitig in
der DHPLC analysiert. Injiziert wurden 18 pl des Probengemischs. In einem Proben-
rohrchen, in dem eine Probe mit heterozygot vorliegender Mutation und ein Wildtyp
gemischt wurden, lagen somit Mutanten- und Wildtypallele im Verhiltnis von 1:3 vor.
Dies reichte bereits aus, um einen deutlichen Heteroduplex-Peak zu erzeugen, wie in
Abbildung 2.10 erkennbar ist. Die blaue Kurve markiert eine Probe mit Wildtyp, die
schwarze Kurve ein Gemisch aus einer heterozygoten Probe und einem Wildtypen.
Letztere zeigt einen nahezu identischen Kurvenverlauf wie eine ungemischte hetero-
zygote Probe, hier die rote Kurve.

In dem untersuchten Kollektiv wurden nach der Hardy-Weinberg-Gleichung (vgl.
Hirsch-Kauffmann und Schweiger 1987, S. 215) fiinf homozygote Proben erwartet. Bei
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dieser Anzahl war davon auszugehen, dass beim Mischen der Proben immer eine ho-
mozygote Probe auf mindestens ein Wildtypallel traf, so dass sich eine Heteroduplex
bilden und detektiert werden konnte. In Abbildung 2.11 ist zu erkennen, dass der Kur-
venverlauf des Probengemischs aus einer Probe mit einem Wildtyp und einer fiir die
Mutation homozygoten Probe (blaue Kurve) dem einer heterozygoten Probe (schwar-
ze Kurve) gleichkam, wihrend die homozygote Probe alleine (rote Kurve) in der Ana-
lyse dem Wildtyp (griine Kurve) glich. Durch das Mischen von zwei PCR-Produkten
unterschiedlicher Individuen fiir die Analyse wurde somit verhindert, dass fiir die
Mutation homozygote Proben durch den dhnlichen Kurvenverlauf mit einer Probe
des Wildtyps der Detektion entgingen. Im weiteren Verfahren wurden alle Probenpar-
chen, die eine Heteroduplex gezeigt hatten, dem Restriktionsenzymverdau zugefiihrt,
anhand dessen entschieden werden konnte, welche der beiden Proben des Réhrchen-
gemischs Trager des Mutantenallels war und ob dieses heterozygot oder homozygot
vorlag.

Um eine gleich bleibende Qualitdt der Analyse zu gewdihrleisten, wurden vor jeder
neuen Mikrotiterplatte mit 89 Proben folgende sieben Messungen in der angegebenen
Reihenfolge erhoben: ein Mutationsstandardprogramm bei 56 °C , ein Mutationsstan-
dardprogramm bei 65 °C , eine Spiilung mit B-Puffer unter dem fiir die Analyse ver-
wendeten Gradienten, die Messung von zwei verschiedenen, bekannt heterozygoten
Proben, eine bekannte Wildtyp-Probe sowie eine aus Wildtyp und Heterozygot ge-
mischte Probe. Auf diese Weise konnten die aktuelle Trennleistung der Sdule und die
Qualitét des Puffers eingeschdtzt werden und es war moglich, auf Qualitdtsminderun-

gen sofort zu reagieren.

2.2.4.5 Detektion neuer Mutationen

Wiéhrend der Analyse auf den Zielpolymorphismus konnten zwei bisher unverdffent-
lichte Mutationen detektiert werden. Diese im Abschnitt 2.2.6.4 auf Seite 45 ndher
beschriebenen Mutationen fielen in der DHPLC-Analyse durch eine Heteroduplex-
Bildung auf, die sich von der Heteroduplex des gesuchten Polymorphismus unter-
schied. Der anschlieffende Restriktionsenzym-Verdau verlief negativ fiir die Mutation

T7%2—A des Polymorphismus F/Y 2561, so dass das Vorliegen einer anderen Mutati-

C7?30 T handelt sich um eine stumme

on vermutet werden musste. Bei der Mutation
Mutation, die keinen konsekutiven Aminosdureaustausch bedingt. In Abbildung 2.12
ist die entsprechende Probe blau gekennzeichnet; sie zeigt einen leicht abweichenden
Verlauf von der in der Abbildung rot gekennzeichneten Probe, die den Zielpolymor-

phismus tragt. Die schwarze Kurve reprisentiert einen Wildtyp fiir beide Mutationen.
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Abbildung 2.8: Wildtyp (schwarze Kurve) und heterozygote (rote Kurve) Probe fiir den
Polymorphismus F/Y 2561 sind in der DHPLC-Analyse eindeutig zu unterscheiden.
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Abbildung 2.9: Wildtyp (rot) und homozygote Probe (schwarz) fiir den Polymorphismus
F/Y 2561 sind in der DHPLC-Analyse nicht eindeutig zu unterscheiden.
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Abbildung 2.10: Das Probengemisch aus einem Wildtyp und einer hetero-
zygoten Probe (schwarz) zeigt einen nahezu identischen Kurvenverlauf mit
einer heterozygoten Probe (rot), beide sind eindeutig vom Wildtyp (blau) zu
unterscheiden.
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Abbildung 2.11: Allein ist die mutante Homoduplex flir den Polymorphis-
mus F/Y 2561 (rot) nicht sicher von der Wildtyp-Homoduplex (griin) zu un-
terscheiden. Ein Probengemisch aus einem Wildtyp und einer homozygoten
Probe (blau) zeigt den Kurvenverlauf, wie ihn auch eine heterozygote Probe
(schwarz) erzeugt.
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Abbildung 2.12: Die heterozygot vorliegende stumme Mutation C’?3%—T (blau) zeigt einen ge-
ringfligig abweichenden Verlauf im Vergleich mit einer heterozygoten Probe mit dem Mutantenal-
lel des Zielpolymorphismus F/Y 2561 (rot). Beide sind eindeutig vom Wildtyp (schwarz) zu unter-
scheiden.

Die Mutation C’?'3—Gbewirkt einen Aminosiureaustausch von Prolin zu Adenin und
ist in ihrer DHPLC-Analyse in Abbildung 2.13 dargestellt. Es zeigt sich, dass diese Mu-
tation (blaue Kurve) einen deutlich anderen Kurvenverlauf in der DHPLC-Analyse
erzeugt als eine F/Y 2561 -Heteroduplex (rote Kurve). Einen Wildtyp fiir beide Muta-
tionen zeigt die schwarze Kurve in Abbildung 2.13.

2.2.5 Restriktionsenzymverdau

Dem Restriktionsenzymverdau wurden alle Probenpdrchen zugefiihrt, die in der
DHPLC-Analyse auffdllig waren. Die in Abschnitt 2.2.2.1 auf Seite 25 beschriebenen
PCR brachte zunéchst die fiir das Restriktionsenzym nétige Schnittstelle in das PCR-
Produkt ein, danach wurde der eigentliche Verdau durchgefiihrt. Der Ansatz fiir diese
Reaktion findet sich in Tabelle 2.7.
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Abbildung 2.13: Die heterozygote Mutation C’°1>—G (blau) zeigt einen deutlich anderen Kur-
venverlauf als die Heteroduplex mit dem Mutantenallel des Polymorphismus F/Y 2561 (rot). Beide
unterscheiden sich deutlich vom Wildtyp (schwarz).

Es wurde das aus Pseudomonas diminuta gewonnene Restriktionsenzym Pdml
der Firma Fermentas verwendet, sowie der Buffer Y*/Tango des gleichen Her-
stellers (33 mM Tris-Acetate (pH7,9), 10 mM Magnesiumacetat, 66 mM Kaliuma-
cetat, 0,1 mg/ml BSA). Der Verdau wurde iiber Nacht in einem Brutschrank bei
37°C inkubiert. Die Erkennungssequenz und Schnittstelle des Enzyms lagen bei 5'-
GAAGGCTTTG3” und beinhalteten mit dem Triplett TTT an der Position 7931-7933
des Exons 45 des Von-Willebrand-Faktor-Gens die fiir den Polymorphismus F/Y 2561
sensible Region. Daraus ergab sich, dass Bindung und Wirken des Enzyms nur bei
einer im Wildtyp vorliegenden DNA (TTT) moglich war. Durch das Schneiden des
Enzyms entstanden zwei Fragmente mit einer Lange von 95 bp und 28 bp. Bei He-
terozygotie fiir 7932A wurde die Wildtypsequenz geschnitten, wahrend die mutante
Sequenz unverdaut blieb. Homozygot vorliegende DNA wurde nicht geschnitten und
blieb unfragmentiert (siehe Abbildung 2.5 auf Seite 31). Nach der Inkubation wurden
die Proben durch die in Abschnitt 2.2.3 auf Seite 28 beschriebene Diinnschichtpo-
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Tabelle 2.7: Ansatz fiir den Enzymverdau

ul
PCR-Produkt 10
Puffer? 2
Aqua destillata 7,75
Pdml 1

2 Verwendet wurde Buffer Y*/Tango der Firma
Fermentas.

lyacrylamid-Elektrophorese aufgetrennt und mittels Silberfirbung sichtbar gemacht.
Die Bewertung der PAGE ist im Abschnitt 2.2.3.2 auf Seite 30 nachzuvollziehen.

2.2.6 Sequenzieren

Die DNA-Sequenzierung dient der Ermittlung der genauen Basenabfolge in einem de-
finierten Abschnitt der DNA. Fiir diese Studie wurde die Methode des Sequenzierens
zu zwei Zeitpunkten innerhalb des Analyse-Verfahrens genutzt:

1. In der Optimierung der DHPLC konnte das durch die Sdulenschichtchromato-

graphie erzielte Ergebnis durch das Sequenzieren verifiziert werden.

2. Alle Proben, die durch DHPLC und Restriktionsenzymverdau nicht eindeutig zu
analysieren waren, da sie entweder Ergebnisse von minderer Qualitdt erzielten
oder eine andere Mutation beinhalteten, wurden zum Abschluss des Verfahrens
sequenziert.

Es kam die Sanger-DNA-Sequenzierung nach dem Prinzip des ,Cycle-
Sequencing” (McCombie et al. 1992) unter Verwendung von BigDye-Terminatoren
der Firma Applied Biosystems zur Anwendung. Die Analyse der Sequenzreaktion
erfolgte auf einem ABI PRISM Genetic Analyzer der Firma Applied Biosystems.

2.2.6.1 Prinzip des Cycle-Sequencing

Ebenso wie die Sanger-DNA-Sequenzierung arbeitete das Cycle-Sequencing mit Di-
desoxynukleotiden: In einer Polymerisations-Reaktion wurden zusidtzlich zu den
vier iiblichen 2’-Desoxynukleotiden kleine Mengen von 2’- 3’-Didesoxynucleotide

verwendet. Im Gegensatz zu den 2’-Desoxynukleotiden der DNA besafien die

42



2 Patienten, Material und Methoden

2’- 3’-Didesoxynucleotide keine freie OH-Gruppe am 3’- Ende, so dass die 3’-5'-
Phosphodiester-Bindung zwischen den Desoxyribonukleotiden verhindert wurde und
es mit Einbau eines Didesoxynucleotids zum Abbruch der Synthese eines Stranges
kam. Zur Detektion dieser trunkierten, unterschiedlich langen DNA-Fragmente wer-
den bei der Sanger-Methode vier unterschiedliche Ansédtze mit den radioaktiv mar-
kierten Didesoxynukleotiden mit jeweils nur einer Base verwendet. Beim hier ange-
wandten Cycle-Sequencing kamen Dye-Terminatoren zur Anwendung, bei denen es
sich um Fluoreszenz markierte Didesoxynukleotide handelte, die einen Fluorescein-
und einen dRhodamin-Anteil trugen. Bei Einbau der Dye-Terminatoren in die DNA
kam es zu einem Energietransfer von Fluorescein zu dRhodamin und es entstand eine
messbare Fluoreszenz. Die Didesoxynukleotide der einzelnen Basen liefSen sich durch
unterschiedliche Wellenspektren der dRhodamin-Emission codieren, so dass in einem
einzigen Ansatz die Visualisierung aller vier Dye-Terminatoren méglich war. Anstelle
der bei der Sanger-Methode iiblichen Autoradiographie folgte beim Cycle-Sequencing
auf die elektrophoretische Auftrennung die Auswertung in einem Chromatogramm.
Die Cycle-Sequencing-Methode nutzte ein temperaturgesteuertes, zyklisches Verfah-
ren aus Denaturierung, Annealing und Extension, das dem der PCR dhnelte und be-
notigte daher wesentlich geringere Mengen an Template-DNA als die Sanger-Metho-
de. Im Gegensatz zur PCR, wo sich die Anzahl der amplifizierten DNA exponentiell
in jedem Zyklus vermehrte, kam es hier jedoch nur zu einer linearen Vermehrung der
DNA. Dies bedeutet, dass eine grofiere Menge an Template-DNA eingesetzt werden
musste, als bei der PCR notig war. Vor dem Cycle-Sequencing wurde daher die in Ab-
schnitt 2.2.2.1 auf Seite 25 beschriebene PCR durchgefiihrt, die dazu diente, Template-
DNA fiir die Sequenzierungsreaktion zu erzeugen (Alphey 1998).

2.2.6.2 Agarosegel-Elektrophorese

Das Produkt der in Abschnitt 2.2.2.1 auf Seite 25 beschriebenen PCR wurde vor der
Sequenzierungsreaktion in einer Agarosegel-Elektrophorese aufgereinigt. Dazu wur-
de zunidchst ein 1,2%iges Agarosegel nach dem sich im AnhangA.1.3 befindenden
Losungsansatz hergestellt und noch warm in einen Plastiktrager gegossen. Durch das
Einstecken von Plastikreitern entstanden wéahrend des Erkaltens mehrere Locher in
dem Gel, in die das komplette PCR-Produkt (50 ul) sowie ein 100 bp-Maker einpi-
pettiert werden konnten. Zur Elektrophorese wurde das Agarosegel in eine entspre-
chende Kammer gelegt und mit TAE-Puffer (Zusammensetzung siehe Anhang A.1.3)
tiberschichtet. Die Auftrennung verlief bei einer konstant gehaltenen Spannung von

200 Volt und variabel eingestellter Ampérezahl. Nach Beendigung der Elektrophorese
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Tabelle 2.8: Ansatz fiir das Cycle-Sequencing

ul
Patienten DNA 4
Primer @ 1,5
BigDYE-Terminator 2
5xSequencing-Puffer 3
Aqua destillata 9,5
Tag-Polymerase 0,2

@ Verwendung von entweder sense- oder anti-
sense-Primer in einer Verdiinnung von 1:10.

wurden die DNA-Banden unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in
Ultrafree-DNA-Separierungssdulen der Firma Millipore iiberfiihrt. Durch eine zehn-
mintitige Zentrifugation bei 5000 G erfolgte in den Saulen die Aufreinigung der DNA
aus dem Agarosegel.

2.2.6.3 Sequenzierungsreaktion

Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde das ABI PRISM BigDYE-Terminator-Reaction-
Kit der Firma Applied Biosystems in der Originalversion verwendet. Es kamen pro Se-
quenzierungsreaktion entweder der sense-Primer 5-TGTTGGACTAACTCTGGTGECC
oder der antisense-Primer 5-AAGTGGAAAGAGAGGCTTAAAGLr Anwendung. Um
eine Entschliisselung in beiden Richtungen zu erreichen, wurde jede Probe jeweils
einmal mit sense- und einmal mit antisense-Primer sequenziert. Der Ansatz der Se-
quenzierungsreaktion ist Tabelle 2.8 zu entnehmen.

Das eigentliche Cycle-Sequencing wurde in einem TRIO-Thermoblock durchge-
fiihrt. Die dabei verwendeten Programme enthélt Tabelle 2.9.

Nach Abschluss des Sequenzierprogramms im TRIO-Block wurden der Inhalt der
Probenréhrchen herunterzentrifugiert, um dann die DNA mittels Isopropanol nach

folgendem Protokoll zu fallen:

1. Zundchst wurden 80 pl 75%iges Isopropanol in 0,5 ml Probenrdhrchen vorge-
legt. Es wurde dann der gesamte Inhalt eines Sequenzierungsprobenréhrchens
hinzupipettiert und das Réhrchen auf einem Vortexer gut durchmischt.

2. Die Réhrchen wurden 15 Minuten geschlossen stehen gelassen.
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Tabelle 2.9: Sequenzierprogramme im TRIO-Block

Programm fiir sense-Primer antisense-
Primer
Anzahl Zyklen 40 40

Temp. Zeit  Temp. Zeit
Q) (seq)  (°O) (sec)

Denaturierung 95 302 95 30?
Annealing 60 30 55 30
Extension 60 240 60 240

2 Die Denaturierung im ersten Zyklus dauert 300 sec lan-
ger.

3. Bei 13000 U/min und der Temperatur von 20 °C wurde die DNA fiir 20 Minuten
herunterzentrifugiert und sammelte sich als Pellet am Boden der Reaktionsrohr-
chen. Der Uberstand wurde abpipettiert.

4. Erneut wurden 200 pl 75%iges Isopropanol zugegeben. Die Probenréhrchen wur-

den daraufhin auf dem Vortexer gut durchmischt.

5. Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 13 000 U/min und 20 °C wurde der
Uberstand abpippetiert.

6. Zum Schluss wurden die Probenréhrchen fiir 15-20 Minuten offen getrocknet.

2.2.6.4 Auswertung der Sequenzierung

Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer der
Firma Applied Biosystems mittels Kapillarelektrophorese analysiert. Das Ergebnis der
Chromatographie wurde ausgedruckt und bewertet. Die Abbildungen 2.1-2.3 (S. 23—
24) zeigen eine Probe mit dem Genotyp des Wildtyps (7932TT) des Polymorphismus
F/Y 2561, eine heterozygote Probe mit dem Genotyp 7932TA sowie eine homozygote
Probe (7932AA), alle in 5-3’-Richtung. Wihrend des Screenings der Studienpopulati-
on auf den Polymorphismus F/Y 2561 wurden in dem untersuchten Genabschnitt im
Exon 45 des Von-Willebrand-Faktor-Gens zwei weitere Mutationen entdeckt: In Ab-
bildung 2.14 erkennt man einen heterozygoten Basenaustausch an der Stelle 7930 von
Cytosin im Wildtyp zu Thymin in der vorliegenden Probe. Das entsprechende Tri-
plett (linke Unterstreichung) ist dadurch von 5-GGG3’ zu 5-GGT3’ verdndert, nimmt
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GTCCCTGT CTGCCCCT CGGGCTTTCAG
120 @ 40

Abbildung 2.14: Stumme Mutation an der Stelle 7930 von
Cytosin zu Thymin (C7?30—T, mittlere Unterstreichung),
Wildtypallel des Polymorphismus F/Y 2561 (rechte Unter-
streichung), sowie Wildtyp fiir die Mutation C’?'3 -G (linke
Unterstreichung), in 5’-3’-Richtung.

Abbildung 2.15: Mutation an der Stelle 7913 von Cytosin

zu Guanin (C’?"3—G linke Unterstreichung), konsekutiver

Aminosdureaustausch (P/A7913). Mittlere Unterstreichung:
Vorliegen des Wildtyps an der Stelle 7930, rechte Unterstrei-
chung: Wildtypallel fiir den Polymorphismus F/Y 2561, in
5’-3’-Richtung.

aber keinen Einfluss auf das Von-Willebrand-Faktor-Protein, da es auch in der mutier-
ten Form noch fiir die Aminosdure Glycin kodiert. Die rechte Unterstreichung zeigt
das Triplett mit dem Polymorphismus F/Y 2561, hier im Wildtyp vorliegend. In Ab-
bildung 2.15 wird der heterozygote Austausch der Base Cytosin zu Guanin an der
Stelle 7913 bei einem anderen Studienteilnehmer ersichtlich. Das Codon (linke Unter-
streichung) ist damit von 5’-CCT3’ zu 5-GCT3’ verdndert, ein Aminosdureaustausch
von Prolin zu Adenin an Stelle 2555 des Von-Willebrand-Faktor-Proteins ist die Fol-
ge. Die rechte Unterstreichung verdeutlicht wiederum den im Wildtyp vorliegenden
Polymorphismus F/Y 2561 .
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2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung hatte zum Ziel in dem Studienkollektiv von 2070 Patien-
ten eine positive oder negative Korrelation zwischen dem Tyr-Allel des Polymorphis-
mus F/Y 2561 und der Manifestation eines Myokardinfarktes oder einer koronaren

Herzkrankheit entweder nachzuweisen oder zu widerlegen.

2.2.7.1 Methodik

Nach der oben beschriebenen molekularbiologischen Untersuchung der DNA jedes
Studienteilnehmers auf Vorliegen des Wildtyp-Allels 7932T (entsprechend dem Phe-
Allel) oder des Mutantenallels 7932A (entsprechend dem Tyr-Allel) des Polymorphis-
mus F/Y 2561 wurde das Kollektiv gemifS Absschnitt 2.1.2 in Abhdngigkeit zur Ma-
nifestation von Myokardinfarkt und koronarer Herzkrankheit in folgende Subgrup-
pen eingeteilt: Gruppe Kontrolle (Probanden ohne Nachweis von Myokardinfarkt oder
koronarer Herzkrankheit), Gruppe KHK gesamt (Probanden mit KHK einschliefdlich
Teilnehmern mit zusétzlichem Myokardinfarkt), Gruppe KHK ohne MI (Probanden
mit KHK ohne stattgehabten Myokardinfarkt), Gruppe MI;~_; (Probanden mit My-
okardinfarkt innerhalb des letzten Jahres vor Aufnahme in die Studie), Gruppe MI,—;
(Probanden mit genau einem Myokardinfarkt) und Gruppe MI,>, (Probanden mit
zwei oder mehr Myokardinfarkten). Nach Test des Gesamtkollektivs auf Vorliegen
des Hardy-Weinberg-Aquilibriums wurden die Pravalenzen der drei Genotypen des
Polymorphismus F/Y 2561(Wildtyp TT, heterozygoter Mutant TA, homozygoter Mu-
tant AA) in den einzelnen Subgruppen bestimmt. Fiir die Gruppe KHK gesamt wur-
den zusétzlich die Pravalenzen folgender klassischer Risikofaktoren fiir eine koronare
Herzkrankheit bestimmt: Hypercholiesterindmie, Rauchen, Diabetes mellitus, Hyper-
fibrinogendmie, Hypertonie, Ubergewicht (Assmann et al. 1999; Wood et al. 1998;
Luc et al. 2002). Die Pravalenz des Tyr-Allels wurde neben diese Risikofaktoren ein-
geordnet. Dariiber hinaus wurden die Prdvalenzen der beschriebenen Risikofaktoren
und des Tyr-Allels in Relation zum Schweregrad der KHK betrachtet.

Eine mogliche positive oder negative Korrelation im Auftreten von Tyr-Allel und
koronarer Herzkrankheit wurde dann getrennt untersucht von einer moglichen Kor-
relation im Auftreten von Tyr-Allel und Myokardinfarkt. Dabei wurden auch ge-
schlechtsspezifische Unterschiede betrachtet und eine mdogliche Assoziation iiberpriift
zwischen dem Vorliegen des Tyr-Allels und dem vorzeitigen Auftreten einer KHK
oder eines Myokardinfarktes in jungen Lebensjahren, sowie zwischen dem Vorliegen

des Tyr-Allels und dem Auftreten von Reinfarkten. In Anlehnung an das im Insti-
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tut fiir Hamostaseologie und Transfusionsmedizin des Universitdtsklinikums Diissel-
dorf verwendete Auswertungskonzept der LURIC-Daten (Zotz et al. 2005) wurden fiir
die Untersuchung einer Korrelation zwischen dem Vorliegen des Tyr-Allels und dem
Auftreten einer KHK die Subgruppen KHK gesamt und KHK ohne MI und fiir die Un-
tersuchung einer Korrelation von Tyr-Allel mit Myokardinfarkt die Subgruppen MI,
Ml 1, MI,—1, MI,>> nach folgendem Schema gepriift:

1. Vergleich der Prédvalenz des Tyr-Allels in der Subgruppe und in der Kontroll-
gruppe

2. Vergleich der Prévalenz des Tyr-Allels in der Subgruppe und in der komplemen-
taren Kontrollgruppe in der Altersklasse <55 Jahre

3. Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Subgruppe und in der komplemen-
taren Kontrollgruppe in der Altersklasse >55 Jahre

4. Vergleich der Prévalenz des Tyr-Allels innerhalb der Subgruppe zwischen den
Altersklassen <55 Jahre und >55 Jahre

5. Vergleich der Prdvalenz des Tyr-Allels innerhalb Kontrollgruppe zwischen den
Altersklassen <55 Jahre und >55 Jahre

Zusatzlich wurden die Pravalenzen in weiteren Subgruppen gegeneinander ge-
testet, wenn sich Auffélligkeiten bei der Auswertung nach dem oben beschriebe-
nen Schema ergeben hatten. Zur differenzierten Betrachtung der vorzeitigen Ma-
nifestation in Abhédngigkeit zum Vorliegen des Tyr-Allels wurde eine Lifetable-
Analyse nach dem Cox-Proportional-Hazard-Modell durchgefiihrt (Cox 1972;
Zotz et al. 2005).

2.2.7.2 Verwendete statistische Tests und Software

Fiir die statistische Auswertung wurde die Statistikanalysesoftware SAS, Version 8.1,
SAS Institute, Cary, North Carolina, verwendet. Diskrete Variablen wurden mit dem
x*-Test und bei kleineren Gruppenzahlen zusétzlich mit dem Fisher-Exakt-Test unter-
sucht. Mit dem Mann-Whitney-U-Test (Wilcoxon-Rangsummen-Test) wurden die Mit-
telwerte unabhédngiger Variablen stetiger Verteilung gepriift (vgl. Bender et al. 2002).
Statistische Signifikanz wurde bei einem Pearson-Wert (P-Wert) von 0,05 oder weni-
ger angenommen. Das relative Risiko wurde anhand der Odds Ratio geschitzt, (sie-
he dazu Sachs 1997; von Miihlendahl 1998). Eine Odds Ratio wurde als statis-
tisch signifikant gewertet, wenn das zugehorige Konfidenzintervall den Wert 1 aus-
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schloss (vgl. Bender und Lange 2001). Sich nicht tiberdeckende Konfidenzinterval-
le wurden nach Sachs (1997) als Beweis fiir einen signifikanten Unterschied zweier
Parameter gewertet. Der Anteil der klassischen Risikofaktoren an KHK und Myo-
kardinfarkt wurde durch eine multivariate Analyse in einem Modell zur logistischen
Regression in die Auswertung miteinbezogen. Die logistische Regression wurde dabei
korrigiert auf Alter, Geschlecht, Hypercholesterindmie, Rauchen, Hypertonie, Diabetes
mellitus, Hyperfibrinogenidmie, Ubergewicht und 7932A-positiven-Status. Um einen
Einfluss des Tyr-Allels auf das durchschnittliche Alter bei Myokardinfarkt zu priifen,
wurde eine auf dem Cox-Proportional-Hazard-Model basierende multivariate Regres-
sion angewandt. Dabei wurde der Ereigniszeitpunkt als das Lebensalter bei erstem
Myokardinfarkt festgelegt.
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Das folgende Kapitel stellt die Ergebnisse der statistischen Auswertung nach dem in
Abschnitt 2.2 beschriebenen Schema dar. Zudem werden Mutationen beschrieben, die
bei dem Screening auf den Polymorphismus 7932T/A zusitzlich detektiert werden

konnten.

3.1 GroBe des Gesamtkollektivs und der Subgruppen

Das untersuchte Studienkollektiv von 2070 Personen wurde zur Analyse in acht Sub-
gruppen unterteilt. Die Grofse dieser sowie die Anteile von Frauen und Ménnern sind
in Tabelle 3.1 auf der ndchsten Seite dargestellt. Die Gruppe Kontrolle (n = 416) er-
fasste alle Personen, die in der Koronarangiographie eine 0%ige Stenose aufwiesen
und keinen Myokardinfarkt erlitten hatten. Die Gruppe KHK gesamt (n = 1653) um-
fasste alle Patienten mit der Diagnose KHK, unabhédngig davon, ob zusitzlich ein
Myokardinfarkt vorlag oder nicht. Die Gruppe KHK ohne MI (n = 865) ist demge-
geniiber weiter differenziert und schliefft nur diejenigen Teilnehmer ein, bei denen
eine KHK , jedoch kein MI diagnostiziert werden konnte. Die Gruppe MI (n = 789)
schliefst alle Patienten mit der Diagnose MI ein, unabhédngig von der Anzahl der erlit-
tenen Myokardinfarkte. Innerhalb dieser Gruppe wurde eine weitere Differenzierung
hinsichtlich des zeitlichen Auftretens und der Anzahl der Myokardinfarkte vorgenom-
men. So wurden Personen mit einem Myokardinfarkt, der bei Aufnahme in die Studie
kiirzer als ein Jahr zuriick lag, der Gruppe MI;~_1 (n = 260) zugeteilt. Personen mit
einem Myokardinfarkt, der bei Aufnahme in die Studie ein Jahr oder linger zuriick
lag, wurden in der Gruppe Ml;<_1 (n = 529) erfasst. Die Gruppe MI,—1 (n = 647)
schloss Teilnehmer mit genau einem Myokardinfarkt ein, die Gruppe MI;>; (n = 142)
Patienten, die zwei oder mehr Myokardinfarkte erlitten hatten.

Bei einem Teilnehmer wurde ein Myokardinfarkt ohne Vorliegen einer KHK dia-
gnostiziert, bei allen anderen lag neben der Diagnose Myokardinfarkt stets auch eine
KHK vor. Die Summe der Gruppe KHK ohne MI und der Gruppe MI ist daher mit 1654
Teilnehmern um eins grofer als die Gruppe KHK gesamt mit 1653 Teilnehmern.
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Tabelle 3.1: Gesamtkollektivgrofle und Subgruppen-

grofen
Studienkollektiv
gesamt 2070
Kontrolle

mannlich 211
weiblich 205
alle 416

KHK

KHK ohne MI KHK gesamt
mannlich 598 1234
weiblich 267 419
alle 865 16532
MI
gesamt Ml ;1 ML ML,y Ml

ménnlich 636 204 432 518 118
weiblich 153 56 97 129 24
alle 789 260 529 647 142

@ Ein Teilnehmer erlitt einen Myokardinfarkt ohne nach-
weisbare KHK; daher ist die Summe der Gruppe KHK
ohne MI und der Gruppe MI um den Wert eins grofer
als die Gruppe KHK gesamt.

Tabelle 3.2: Allelfrequenzen

Allelfrequenz
(%)
Wildtyp-Allel (TTT) 94,86
mutantes Allel (TAT) 5,14

3.2 Genotypverteilung

3.2.1 Hardy-Weinberg-Aquilibrium

Zum Test auf das Vorliegen des Hardy-Weinberg-Aquilibriums in der untersuchten
Population wurden zundchst die Allelfrequenzen bestimmt. Das Wildtyp-Allel (TTT)
erreichte eine Frequenz von p = 94,86 %, das mutante Allel (TAT) wurde mit einer

Frequenz von g = 5, 14 % nachgewiesen (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.3: Hardy-Weinberg-Genotyp-Frequenzen

Genotyp-Frequenz tatsdchliche erwartete
absolute Anzahl® absolute Anzahl

(n) (n)

Wildtyp (TTT/TTT) 0,900 1859 1862,5
heterozygot (TAT/TTT) 0,098 209 202,0
homozygot (TAT/TAT) 0,003 2 55

2 P-Wert des x2-Test zum Vergleich zwischen erwarteter und tatséchlicher absolu-
ter Anzahl: 0,1171

Auf Grundlage der Allelfrequenzen wurden nach der Hardy-Weinberg-Gleichung
(p?> + 2pq + ¢* = 1) die zu erwartenden Genotypfrequenzen berechnet (Hirsch-
Kauffmann und Schweiger 1987). Es ergaben sich Frequenzen von 90 % fiir den Wild-
typ (Genotyp TTT/TTT), von 9,8 % fiir den heterozygoten Typ (Genotyp TAT/TTT)
und von 0,3 % fiir den homozygot-mutanten Genotyp TAT/TAT. Auf Grundlage die-
ser prozentualen Verteilung wurde die erwartete absolute Anzahl von Individuen mit
Wildtyp sowie mit heterozygotem oder homozygotem mutanten Genotyp berechnet
und mit der tatsdchlich detektierten absoluten Anzahl verglichen (Tabelle 3.3).

Die in der Studienpopulation nachgewiesene absolute Verteilung differiert nicht si-
gnifikant von der bei Hardy-Weinberg-Aquilibrium erwarteten (P-Wert von 0,1171 im
x>-Test). Es kann somit gefolgert werden, dass das Studienkollektiv sich beziiglich der
Verteilung der Wildtyp- und Mutantenallele des Polymorphismus Phe/Tyr 2561 im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindet.

3.2.2 Genotypverteilung in den Subgruppen

Die Genotypverteilung in den einzelnen Subgruppen ist in Tabelle 3.4 auf der ndchsten
Seite dargestellt.

Folgende Beobachtungen konnten gemacht werden:

1. In den Subgruppen (MI, KHK gesamt, KHK ohne MI, Ml;~._1 und MI,>)) erga-
ben sich unterschiedliche prozentuale Anteile an Personen mit heterozygotem
Genotyp fiir das mutante Tyr-Allel. Diese lagen sowohl in der geschlechtsunspe-
zifischen als auch in der geschlechtsgetrennten Betrachtung in allen Subgruppen
tiber denen der Kontrollgruppe. Den hochsten Prozentsatz an heterozygoten Tra-
gern des Tyr-Allels erreichte in allen drei Subgruppen die Gruppe MI.>».
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Tabelle 3.4: Genotypen fiir F/Y2561 in den einzelnen Sub-

gruppen
alle
Wildtyp  heterozygot homozygot
gesamt Phe/Phe Phe/Tyr Tyr/Tyr
() (%) (%) (%)
Kontrolle 416 90,63 9,38 0
MI 789 89,86 10,14 0
KHK gesamt 16532 89,65 9,86 0,12
KHK ohne MI 865 89,36 10,4 0,23
Ml _q 260 88,46 11,54 0
ML, >, 142 87,32 12,68 0
mannlich
Wildtyp  heterozygot homozygot
gesamt Phe/Phe Phe/Tyr Tyr/Tyr
(n) (%) (%) (%)
Kontrolle 211 90,52 9,48 0
MI 636 90,25 9,75 0
KHK gesamt 1234 89,71 10,13 0,16
KHK ohne MI 598 89,13 10,54 0,33
Ml g 204 89,71 10,29 0
ML, >, 118 88,98 11,02 0
weiblich
Wildtyp  heterozygot homozygot
gesamt Phe/Phe Phe/Tyr Tyr/Tyr
) (%) (%) (%)
Kontrolle 205 90,73 9,27 0
MI 153 88,24 11,76 0
KHK gesamt 419 89,5 10,5 0
KHK ohne MI 267 89,89 10,11 0
Ml 1 56 83,93 16,07 0
MI; >, 24 79,17 20,83 0

2 Ein Teilnehmer erlitt einen Myokardinfarkt ohne nachweisba-
re KHK; daher ist die Summe der Gruppe KHK ohne MI und
der Gruppe MI um den Wert eins grofer als die Gruppe KHK
gesamt.

2. Geordnet nach einem ansteigenden Anteil der heterozygoten Trdger des Tyr-
Allels ergab sich fiir die Gruppe beider Geschlechter folgende Reihenfolge: Kon-
trolle (9,38 %), KHK gesamt (9,86 %), MI (10,14 %), KHK ohne MI (10,4 %), MI;~
(11,54 %) und MI,>; (12,68 %). Fiir die madnnliche Subgruppe sah die Verteilung
folgendermafien aus: Kontrolle (9,48 %), MI (9,75 %), KHK gesamt (10,13 %), MI<1
Jahr (10,29 %), KHK ohne MI (10,54 %), MI,>> (11,02 %). In der weiblichen Gruppe

53



3 Ergebnisse

gestaltete sich die Verteilung wie folgt: Kontrolle (9,27 %), KHK gesamt (10,5 %),
KHK ohne MI (10,11 %), MI (11,76 %), M}~ _1 (16,07 %), MI>2(20,83 %).

3. In den Gruppen MI, Ml;~ 1 und MI,>, waren in den weiblichen Subgruppen
prozentual mehr Tyr-Allel-Trager nachweisbar als in der médnnlichen Subgrup-
pe. In der Kontrollgruppe und der Gruppe KHK ohne MI lag der Anteil der
heterozygoten Trager in der mannlichen Subgruppe hoher.

Aufgrund des geringen Anteils der homozygoten Individuen mit 0,14 % am Gesamt-
kollektiv, wurden fiir alle folgenden statistischen Auswertungen die drei homozygoten

Personen der heterozygoten Gruppe zugeschlagen.

3.3 Einordnung des Tyr-Allels neben die klassischen Risikofaktoren

In diesem Abschnitt wird dargestellt, ob die klassischen Risikofaktoren einer koro-
naren Herzkrankheit in dem untersuchten Kollektiv bestédtigt werden konnten. Zur
Priifung wurden die Faktoren Hypercholesterindmie, Rauchen, Diabetes mellitus, Hy-
perfibrinogendmie, Hypertonie und Ubergewicht in verschiedenen Patientengruppen
des Kollektivs und in der Kontrollgruppe bestimmt und nach einer univariaten Ana-
lyse zusammen mit den Variablen Alter und Geschlecht einer multivariaten Analyse
unterzogen, um so den unabhéangigen Einfluss der einzelnen Faktoren bestimmen zu
konnen. Durch zusétzliches Einbeziehen des Tyr-Allels in die Analyse war es gleich-
zeitig moglich, den Stellenwert des Tyr-Allels als eigenstandigen Risikofaktor fiir ko-
ronare Herzkrankheit zu ermitteln.

3.3.1 Tyr-Allel und klassische Risikofaktoren bei Patienten mit KHK

Als klassische Risikofaktoren wurden hier Hypercholesterindmie, das Rauchen, eine
bestehende Hypertonie und Hyperfribinogendmie, sowie das Vorliegen von Diabetes
mellitus und Ubergewicht gewertet (Assmann et al. 1999; Wood et al. 1998; Luc
et al. 2002). Diese konnten in dem untersuchten Kollektiv alle bestétigt werden: Pati-
enten mit koronarer Herzkrankheit (mit und ohne Myokardinfarkt) wiesen signifikant
héufiger die klassischen Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit auf als Kontroll-
personen ohne koronare Herzkrankheit (Tabelle 3.5 auf Seite 56 und Abbildung 3.1
auf Seite 58).

Das relative Risiko der univariaten Analyse fiir die Erkrankung an einer korona-

ren Herzkrankheit war bei Vorliegen einer Hypercholesterindmie mit einem Wert von
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4,21 am hochsten, gefolgt von den Faktoren Rauchen, Diabetes mellitus, Hyperfibri-
nogendmie, Hypertonie und Ubergewicht. Das Tragen des Tyr-Allels konnte in dieser
Gruppe nicht als signifikanter Risikofaktor fiir das Enstehen einer koronaren Herz-
krankheit nachgewiesen werden. Zwar liegt die Pravalenz unter den Personen mit
KHK (mit und ohne MI) mit 10,34 % hoher als in der Kontrollgruppe (9,34 %), doch
wird bei einem P-Wert von 0,56 keine statistische Signifikanz erreicht.

Um einen unabhingigen Einfluss der einzelnen Risikofaktoren auf die Entstehung
einer koronaren Herzkrankheit zu erfassen, wurde eine logistische Regression durch-
gefiihrt, in die die Variablen Alter, Geschlecht, Hypercholesterinimie, Rauchen, Dia-
betes mellitus, Hypertonie, Ubergewicht und ein fiir das Mutantenallel TAT -positiver
Genotyp einbezogen wurden. Mit Ausnahme des Ubergewichts konnten alle oben ge-
nannten klassischen Risikofaktoren in dieser multivariaten Analyse als eigenstiandig
signifikante Faktoren bestitigt werden. Das Tragen des Tyr-Allels zeigte in der logis-
tischen Regression zwar eine hohere Odds Ratio und einen kleineren P-Wert (0,1749)
als in der univariaten Analyse, beides erreichte jedoch wiederum keine statistische
Signifikanz.

Die in Tabelle 3.5 auf der nidchsten Seite dargelegte Analyse zwischen der Gruppe
KHK gesamt und der Kontrollgruppe wurde zur differenzierteren Betrachtung ebenso
zwischen der Gruppe KHK ohne MI und der Kontrollgruppe sowie zwischen der Grup-
pe MI und der Kontrollgruppe durchgefiihrt und ergab in diesen Gruppen beziiglich
der Signifikanz der klassischen Risikofaktoren und des Tyr-Allels keinen Unterschied

zu den oben beschriebenen Ergebnissen.

3.3.2 Tyr-Allel und klassische Risikofaktoren in Abhangigkeit vom Grad der
KHK

Teilt man die Personen der Gruppe KHK gesamt dem Schweregrad der KHK fol-
gend in die drei Untergruppen 1-Gefaflerkrankung, 2-Gefdfierkrankung und 3-
Gefafserkrankung auf, so ergibt sich in der univariaten Analyse eine statistische
Signifikanz in allen drei Untergruppen und eine Steigerung der relativen Risiken
mit dem Schweregrad der KHK fiir die Faktoren Hypercholesterindmie (4,14 bei
der 1-Gefafierkrankung, 5,35 bei der 3-GefdfSerkrankung), Rauchen (2,30-3,39), Dia-
betes mellitus (1,72-2,95) und Hyperfibrinogendmie (1,70-2,55, siehe Tabelle 3.6).
Die Faktoren Hypertonie und Ubergewicht erwiesen sich nur in den Gruppen 2-
Gefdfserkrankung und 3-Gefédflerkrankung als statistisch signifikant, eine Steigerung
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Tabelle 3.5: Pravalenz der klassischen Risikofaktoren der KHK und des Tyr-Allels
bei Patienten der Gruppe KHK gesamt und Kontrollpersonen

KHK gesamt Kontrolle
n = 1653 n = 416
(%) (%)
Tyr-Allel 10,34 9,38
Hypercholesterindmie 71,87 37,74
Rauchen 68,78 47,36
Diabetes mellitus 33,51 17,55
Hyperfibrinogenamie 61,58 43,51
Hypertonie 74,95 60,58
Ubergewicht 63,16 57,21
univariate Analyse multivariate Analyse
P OR  OR (95 %-KI) P OR  OR (95 %-KI)
Tyr-Allel 0,56 1,12 0,77-1,61 0,1749 1,328  0,881-2,000
Hypercholesterindmie  0,0001 4,21 3,36-5,28 0,0001 4,38 3,414-5,619
Rauchen 0,0001 245 1,97-3,05 0,0001 2,147 1,638-2,814
Diabetes mellitus 0,0001 2,37 1,80-3,11 0,0004 1,743  1,280-2,373
Hyperfibrinogenamie  0,0001 2,08 1,67-2,59 0,0002 1,592  1,242-2,040
Hypertonie 0,0001 1,95 1,55-2,44 0,0148 1415 1,070-1,870
Ubergewicht 0,026 1,28 1,03-1,60 0,8094 0969  0,748-1,254

des relativen Risikos konnte aber auch hier beobachtet werden (1,29-2,44 fiir Hyper-
tonie, 1,15-1,32 fiir Ubergewicht).

Die Steigerungen der relativen Risiken konnen aufgrund der Uberlappung der Kon-
fidenzintervalle weder sicher als signifikant betrachtet noch als solche abgelehnt wer-
den (Sachs 1997). In der multivariaten Analyse konnte der Faktor Ubergewicht in kei-
ner der drei Untergruppen als statistisch signfikant bewiesen werden. Die Hypertonie
erwies sich hier sowohl fiir die 2-Gefafserkrankung als auch fiir die 3-GefdfSerkrankung
als statistisch signifikanter Risikofaktor. Die Faktoren Hypercholesterindmie, Rauchen,
Diabetes mellitus und Hyperfibrinogendamie verhielten sich beztiglich Signifikanz und
Steigerung der relativen Risiken in der multivariaten Analyse konform zu der univa-
riaten Analyse. Ein Zusammenhang zwischen dem Tyr-Allel und den drei Schwere-
graden der KHK konnte nicht festgetellt werden; die P-Werte blieben sdamtlich iiber

einem Wert von 0,05 und waren somit statistisch nicht signifikant.
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B KHK gesamt (in%, n = 1653) B MI z22 (in %, n = 142) Kontrolle (in%, n = 416)
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, 71,8
61,6
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' 33,5
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103127 g 4

Tyr-Allel Hypercholes- Rauchen Diabetes Hyperfibri- Hypertonie Ubergewicht

terindmie mellitus nogendamie

Abbildung 3.1: Pravalenzen des Tyr-Allels und der klassischen Risikofaktoren in den Gruppen
Kontrolle, KHK gesamt und Ml;>;

3.3.3 Tyr-Allel und klassische Risikofaktoren bei Patienten mit zwei oder mehr
MI (Gruppe Ml;>»)

Aufgrund der auffélligen Haufung von Tyr-Allel-Trdgern in der Gruppe MI, >, (siehe
Abschnitt 3.2.2 auf Seite 52) wurde eine Analyse durchgefiihrt, die die Pravalenzen
der klassischen Risikofaktoren und des Tyr-Allels in der Gruppe MI,>, und in der
Kontrollgruppe sowohl einer uni- als auch multivariaten Analyse unterzog.

Hierbei zeigte sich, dass das Tyr-Allel zwar in der univariaten Analyse keine sta-
tistische Signifikanz in Bezug auf eine Assoziation mit dem Vorliegen von zwei Myo-
kardinfarkten erreichte, wohl aber in der multivariaten Analyse. Hier war das Tyr-
Allel mit einem relativen Risiko von 2,78 bei einem 95 %Konfidenzintervall von 1,20—
6,46 verbunden (siehe Tabelle 3.7 auf der nédchsten Seite).

Die Abbildung 3.1 zeigt die Prdvalenzen der klassischen Risikofaktoren und des
Tyr-Allels in der Kontrollgruppe sowie in den Gruppen KHK gesamt und MI,>, und
verdeutlicht die Steigerung der Prdvalenzen des Tyr-Allels sowie der meisten Risiko-
faktoren in der Gruppe der Patienten mit zwei oder mehr Myokardinfarkten gegen-
tiber der Gruppe von Patienten mit KHK und/oder Myokardinfarkt und gegeniiber
der Kontrollgruppe.

Die klassischen Risikofaktoren konnten in dieser Gruppe nicht alle bestatigt wer-
den. Fiir die Faktoren Hypertonie und Ubergewicht lag keine statistische Signifikanz
vor. Die restlichen Faktoren erhielten dafiir mehr Gewicht und erreichten eine héhere
odds ratio als in den vorausgegangenen Analysen. Es bleibt offen, ob die fehlende
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Tabelle 3.7: Pravalenz der klassischen Risikofaktoren der KHK und des Tyr-Allels in der
Gruppe Ml;>, und Kontrolle

MI;>> Kontrolle
n = 142 n = 416
(%) (%)
Tyr-Allel 12,68 9,38
Hypercholesterindmie 84,51 37,74
Rauchen 80,99 47,36
Diabetes mellitus 45,07 17,55
Hyperfibrinogenamie 71,83 43,51
Hypertonie 69,72 60,58
Ubergewicht 61,97 57,21
univariate Analyse multivariate Analyse
P OR OR (95(%)-KI) P OR OR (95(%)-KI)
Tyr-Allel 0,2621 11,4032 0,7746-2,5421 0,0175 2,781 1,197-6,464
Hypercholesterindmie  0,0001 8,9983 5,4801-14,7750 0,0001 12,505  6,679-23,413
Rauchen 0,0001 14,7349 2,9854-7,5096  0,0001 3,761 2,043-6,926
Diabetes mellitus 0,0001 3,8553  2,5431-5,8444 0,0001 3,086 1,758-5,417
Hyperfibrinogenamie  0,0001 3,3108  2,1888-5,0080 0,0009 2,521 1,461-4,347
Hypertonie 0,0515 11,4983 0,9959-2,2542  0,9956 1,002 0,569-1,763
Ubergewicht 03203 11,2188 0,8248-1,8011 0,7326 1,097 0,645-1,866

statistische Signifikanz fiir die Faktoren Hypertonie und Ubergewicht eine einmali-
ge Erscheinung in diesem Kollektiv ist oder ein Hinweis auf ein Zuriicktreten dieser

Faktoren hinter andere Risikofaktoren in der Pathogenese von multiplen Infarkten.

3.4 Tyr-Allel als Risikofaktor fiir eine koronare Herzkrankheit

Im Folgenden wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des Tyr-
Allels des Polymorphismus Phe/Tyr 2561 und einer koronaren Herzkrankheit gepriift.
Dazu wurden nach dem in Kapitel 2 beschriebenen Schema (Abschnitt 2.2.7.1 auf
Seite 47) die Pravalenzen des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt und in der Gruppe
KHK ohne MI mit der Pravalenz des Tyr-Allels in der Kontrollgruppe verglichen.

3.4.1 Tyr-Allel in der Gruppe KHK gesamt
3.4.1.1 Vergleich der Pravalenz in der Gruppe KHK gesamt und in der Kontrollgruppe

Es fand sich eine Haufung von Tyr-Allel-Tragern in der Gruppe von Patienten mit
KHK und/oder Myokardinfarkt gegeniiber der Kontrollgruppe, die jedoch nicht sta-
tistisch signifikant war (KHK gesamt: 10,34 %, Kontrolle: 9,38 %, P-Wert univariat: 0,5582,
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Tabelle 3.8: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt und in der Kontrollgruppe

KHK gesamt Kontrolle Univariate Analyse Multivariate Analyse
(x?-Test) (Logistische Regression)
% n % n P OR OR (95 %-KI) P OR  OR (95 %-KI)

maénnlich 10,29  127/1234 9,48 20/211 00,7181 11,0956  0,6673-1,7990
weiblich 10,5 44/419 927 19/205 0,6311 1,1486  0,6522-2,0230

alle 10,34 171/1635 9,38 39/416 05582 11,1154 0,7737-1,6079  0,1749 1,328 0,881-2,000

Tabelle 3.9: Priavalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse <55 Jahren

KHK gesamt <55 Kontrolle <55  Univariate Analyse (x2-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 10,82 46/425 7,22 7/97  0,2885 11,5605 0,6820-3,5705
weiblich 12,79 11/86 698  3/43  0,3169 19556 0,5156-7,4165

alle 11,15 57/511 714 10/140 0,1663 11,6322 0,8108-3,2857

a P (Fisher-Test): 0,3833

multivariat: 0,1749). Die gleiche Beobachtung konnte fiir die mannliche (KHK gesamt:
10,29 %, Kontrolle: 9,48 %, P: 0,7181) und die weibliche Subgruppe gemacht werden
(KHK gesamt: 10,5 %, Kontrolle: 9,27 %, P: 0,6311), siehe dazu Tabelle 3.8.

Zur Analyse einer moglichen vorzeitigen Manifestation einer KHK bei Tyr-Allel-
Tragern wurde die Gruppe KHK gesamt in die Altersklassen <55 Jahre und >55 Jahre
geteilt. Diese wurden zundchst mit den jeweils altersentsprechenden Kontrollgruppen
und dann gegeneinander verglichen.

3.4.1.2 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt und in der
Kontrollgruppe in zwei Altersklassen

In der Altersklasse von 55 Jahren oder weniger fand sich sowohl in der geschlech-
terunspezifischen als auch in der nach Frauen und Ménner getrennten Betrachtung
eine hohere Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt als in der Kontroll-
gruppe. Die Differenz erreichte dabei keine statistische Signifikanz. Der Unterschied in
der Prdvalenz des Tyr-Allels zeigte sich unter den weiblichen Patienten (MI: 12,79 %,
Kontrolle: 6,98 %) deutlicher ausgeprégt als unter den mannlichen (MI: 10,82 %, Kontrol-
le: 7,22 %) und in der Gesamtgruppe (MI: 11,15 %, Kontrolle: 7,14 %), siehe Tabelle 3.9.
In der Altersklasse von tiber 55 Jahren fanden sich in der gemeinsamen Betrach-

tung der Manner und Frauen als auch in der mannlichen Teilgruppe weniger Tyr-
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Tabelle 3.10: Prévalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse >55

KHK gesamt >55  Kontrolle >55 Univariate Analyse (x2-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 10 81/809 11,4 13/114 06457 0,8644 0,4643-1,6093
weiblich 9,91 33/333 9,88 16/162 0,9907 1,0038 0,5351-1,8827

alle 998 114/1142 10,51 29/276 0,795 09445 0,6140-1,4529

Tabelle 3.11: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK gesamt in den Altersklassen <55 und

>55
KHK mit u. ohne MI <55 KHK mit u. ohne MI >55  Univariate Analyse (x?-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)
mannlich 10,82 46/425 10,00 81/809 0,6559 11,0908 0,7441-1,5992
weiblich 12,79 11/86 9,91 33/333 0,4372 1,3333  0,6440-2,7606
alle 11,15 57/511 9,98 114/1142 0,4696 11,1322 0,8086-1,5852

Allel-Trager in der Gruppe KHK gesamt als in der Kontrollgruppe, in der weiblichen
Teilgruppe fanden sich nahezu identisch viele Tyr-Allel-Trdger in beiden Gruppen. Es

wurde keine statistische Relevanz erreicht (siehe Tabelle 3.10).

3.4.1.3 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels innerhalb der Gruppe KHK gesamt in
zwei Altersklassen

In der Gruppe von Patienten, bei denen sich eine KHK oder ein MI im Alter von
unter 55 Jahren manifestierte, ergab sich eine hohere Pravalenz des Tyr-Allels als in
der Gruppe von Patienten, bei denen eine KHK oder ein MI erst im Alter von iiber 55
Jahren diagnostiziert wurde (KHK gesamt <55: 11,15 %, KHK gesamt>55: 9,98 %). Die
Divergenz blieb unter dem 95 %-Signifikanz-Niveau (Tabelle 3.11). Dies galt ebenso
tiir die weibliche (KHK gesamt <55: 12,79 %, KHK gesamt>55: 9,91 %) und mannliche
Subgruppe (KHK gesamt <55: 10,82 %, KHK gesamt>55: 10 %), wobei der Unterschied

wiederum in der weiblichen Teilgruppe am deutlichsten wurde.
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Tabelle 3.12: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Kontrolle <55 und in
der Gruppe Kontrolle >55

Kontrolle <55  Kontrolle >55 Univariate Analyse (x2-Test)
Y% n Y% n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 7,22 7/97 11,4 13/114 03008 0,6043 0,2310-1,5810
weiblich 6,98 3/43 988 16/162 0,56  0,6844* 0,1899-2,4658

alle 714 10/140 10,51 29/276 0,266 0,6552 0,3096-1,3863

a P (Fisher-Test): 0,7695

3.4.1.4 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels innerhalb der Kontrollgruppe in zwei
Altersklassen

In der Gruppe der Kontrollpersonen war das Tyr-Allel in der Altersklasse unter 55
Jahren seltener nachzuweisen als in der Altersklasse iiber 55 Jahre. Der Unterschied
war nicht statistisch signifikant.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich in dem Gesamtkollektiv keine
statistische Signifikanz fand im Vergleich zwischen Tyr-Allel-Tragern mit KHK oder
MI und Tragern des Tyr-Allels ohne KHK oder MI. Es konnte jedoch eine Tendenz
festgestellt werden, die zu einer Haufung von Tyr-Allel-Trdgern bei Patienten fiihrt,
bei denen sich eine KHK oder ein Myokardinarkt im Alter von 55 Jahren und jiinger

manifestierte. Diese Haufung war vor allem in der weiblichen Teilgruppe pragnant.

3.4.2 Tyr-Allel in der Gruppe KHK ohne M

3.4.2.1 Vergleich der Privalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK ohne MI und in der
Kontrollgruppe

Es findet sich im Gesamtkollektiv keine statistische Signifikanz im Vergleich zwischen
Tyr-Allel-Trdagern und mit KHK und Tyr-Allel-Tragern ohne KHK. Es konnte das Tyr-
Allel in der Gruppe KHK ohne MI jedoch hdufiger nachgewiesen werden als bei Kon-
trollpersonen (KHK: 10,64 %, Kontrolle: 9,38 %). In der univariaten Analyse ergab sich
ein P-Wert von 0,4855, der - genau wie der P-Wert der multivariaten Analyse (0,2649)
- unter dem 95 %-Signifikanzniveau blieb. In der mannlichen (KHK: 10,87 %, Kontrolle:
9,48 %) und weiblichen (KHK: 10,11 %, Kontrolle: 9,27 %) Teilgruppe ergaben sich dhn-
liche Pravalenzen, die ebenfalls nicht statistisch signifikant waren (Tabelle 3.13 auf der

nichsten Seite)
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Tabelle 3.13: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK ohne Ml und in der Kontrollgruppe

KHK ohne MI Kontrolle Univariate Analyse Multivariate Analyse
(x?-Test) (Logistische Regression)
% n % n P OR OR (95 %-KI) P OR  OR (95 %-KI)

méannlich 10,87 65/598 948 20/211 05711 11,1646 0,6871-1,9741
weiblich 10,11  27/267 9,27 19/205 0,7592 11,1013  0,5940-2,0418

alle 10,64 92/865 9,38 39/416 04855 11,1505 0,7757-1,7065 0,2649 1,288  0,825-2,010

Tabelle 3.14: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK ohne MI und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse <55

KHK ohne MI <55 Kontrolle <55 Univariate Analyse (x2-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 11,4 13/114 7,22 7/97  0,3008 1,6549  0,6325-4,3297
weiblich 15,79 3/19 698  3/43 0,27922 2,5 0,4558- 13,7135

alle 12,03 16/133 714 10/140 01691 11,7778  0,7763-4,0714

a P (Fisher-Test): 0,3592

3.4.2.2 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK ohne Ml und in der
Kontrollgruppe in zwei Altersklassen

Patienten, bei denen sich eine KHK im Alter von unter 55 Jahren manifestiert hatte,
waren hdufiger Trager des Tyr-Allels als Kontrollpersonen. Es wurde jedoch kein sta-
tistisch signifikantes Niveau erreicht (Gruppe KHK: 12,03 %, Gruppe Kontrolle: 7,14 %,
P=0,1691). Gleiches galt fiir die Betrachtung ausschliefllich weiblicher als auch aus-
schliefSlich méannlicher Patienten (Tabelle 3.14). Patientinnen mit KHK wiesen mit ei-
nem Anteil von 15,79 % heterozygote Tyr-Allel-Tragerinnen gegeniiber 6,98 % in der
weiblichen Kontrollgruppe den grofiten Unterschied in der Pravalenz des Tyr-Allels
zwischen den beiden Gruppen auf. In der méannlichen KHK-Gruppe wurden 11,4 %
Tyr-Allel-Trager nachgewiesen, in der Kontrollgruppe waren es 7,22 %.

Patienten, bei denen sich eine KHK im Alter von iiber 55 Jahren erstmalig mani-
festierte, wiesen nahezu gleich haufig das Tyr-Allel auf wie es eine Kontrollgruppe
des gleichen Alters. In der gemeinsamen Gruppe beider Geschlechter lag die Prava-
lenz fiir das Tyr-Allel bei 10,38 %, in der Kontrollgruppe bei 10,51 %. Die weibliche
und ménnliche Subgruppe verhielten sich sehr dhnlich (Tabelle 3.15 auf der nédchsten
Seite).
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Tabelle 3.15: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK ohne MI und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse >55

KHK ohne MI >55  Kontrolle >55 Univariate Analyse (¢2-Test)
% n Y% n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 10,74 52/484 11,4 13/114 10,8387 10,9352 0,4906-1,7828
weiblich 9,68 24/248 988 16/162 0947 09777 0,5023-1,9031

alle 10,38 76/732 10,51 29/276 0,9539 09868 0,6278-1,5508

Tabelle 3.16: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe KHK ohne MI in den Alters-
klassen <55 Jahr und >55 Jahre

KHK ohne MI <55 KHK ohne MI >55 Univariate Analyse (- Test)

Y% n Y% n P OR OR (95 %-KI)
ménnlich 11,4 13/114 10,74 52/484 0,8387 11,0693  0,5609-2,0385
weiblich 15,79 3/19 9,68 24/248 0,3944 11,7500 0,4755- 6,4405
alle 12,03 16/133 10,38 76/732 05707 11,1804 0,6650-2,0953

a P (Fisher-Test): 0,7695

3.4.2.3 Vergleich der Privalenz des Tyr-Allels innerhalb der Gruppe KHK ohne Ml in
zwei Altersklassen

Patienten, bei denen eine KHK im Alter von 55 Jahren und jiinger diagnostiziert wur-
de, waren hdufiger Tyr-Allel-Trager als Patienten, bei denen sich eine KHK erst im
Alter von iiber 55 Jahren manifestierte (Gruppe KHK<55: 12,03 %, Gruppe KHK>55:
10,38). Dieser Unterschied blieb bei einem P-Wert von 0,5707 unter dem statistischen
Signfikanzniveau. Gleiches galt fiir die Betrachtung ausschliefslich weiblicher wie auch
ausschlieSlich mannlicher Patienten (Tabelle 3.16). Patientinnen mit KHK unter 55 Jah-
ren wiesen mit einem Anteil von 15,79 % heterozygoten Triagern gegeniiber 9,68 % in
der weiblichen Kontrollgruppe den grofsten Unterschied in der Pravalenz des Tyr-Al-
lels zwischen den beiden Gruppen auf. In der ménnlichen Subgruppe ergaben sich
11,4 % heterozygote Trager in der KHK-Gruppe und 10,74 % in der Kontrollgruppe.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich im Gesamtkollektiv keine
statistische Signifikanz im Vergleich zwischen Tragern des Tyr-Allels mit KHK und
Tragern des Tyr-Allels ohne KHK fand. Es konnte jedoch eine Tendenz festgestellt
werden, die zu einer Haufung von heterozygoten Trdgern bei Patienten fiihrt, bei
denen sich eine KHK im Alter von 55 Jahren und jiinger manifestierte. Diese Haufung

war vor allem in der weiblichen Subgruppe pragnant.
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Tabelle 3.17: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe MI und in der Kontrollgruppe

MI Kontrolle Univariate Analyse Multivariate Analyse
(x?-Test) (Logistische Regression)
% n % n P OR OR (95 %-KI) P OR  OR (95 %-KI)

méannlich 9,75  62/636 948 20/211 09086 1,0315 0,6072-1,7524
weiblich 11,76  18/153 9,27 19/205 04427 11,3053 0,6602-2,5808

alle 10,14 80/789 9,38 39/416 06724 1,0907 0,7292-1,6315 0,1849 1,404  0,850-2,320

3.5 Tyr-Allel als Risikofaktor fiir die Manifestation eines
Myokardinfarktes

Es wurde zunichst die Gruppe der Patienten mit einem, zwei oder mehr Myokardin-
farkten (Gruppe MI, n = 789) betrachtet. Zusédtzlich wurde dann die Subgruppe
der Patienten mit kiirzer als einem Jahr zuriickliegenden Myokardinfarkt (Ml _1,
n = 260) getestet, um einer moglichen Selektion der Tyr-Allel-Trager durch stdrke-
re Komplikationen und fritheres Versterben an den Folgen des Infarktes gerecht zu

werden.

3.5.1 Tyr-Allel in der Gruppe M

3.5.1.1 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe MI und in der
Kontrollgruppe

Es fand sich im Gesamtkollektiv keine statistische Signifikanz im Vergleich von Tyr-
Allel-Tragern mit MI und Tragern des Tyr-Allels ohne MI (MI: 10,14 %, Kontrolle:
9,38 %, P =0,6724 univariat bzw. 0,1849 multivariat). Gleiches galt fiir die Betrachtung
ausschlieSlich weiblicher als auch ausschlieSlich ménnlicher Patienten (Tabelle 3.17).
Patientinnen mit Myokardinfarkt wiesen mit einem Anteil von 11,76 % heterozygote
Trager des Tyr-Allels gegeniiber 9,27 % in der weiblichen Kontrollgruppe den grofsten

Unterschied in der Prévalenz des Tyr-Allels zwischen den beiden Gruppen auf.

3.5.1.2 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe MI und in der
Kontrollgruppe in zwei Altersklassen

Sowohl weibliche als auch mannliche Patienten, die einen Myokardinfarkt in einem
Alter von 55 Jahren und weniger erlitten hatten, waren hdufiger Tyr-Allel-Tréger als
weibliche oder ménnliche Kontrollpersonen im Alter von 55 Jahren und jiinger. Diese

Abweichung war jedoch statistisch nicht signifikant. Der Unterschied in der Pravalenz
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Tabelle 3.18: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe MI und in der Kon-
trollgruppe in der Altersklasse <55 Jahre

MI <55 Kontrolle <55 Univariate Analyse (Xz-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 10,61 33/311 7,22 7/97 03263 11,5262  0,6526-3,5691
weiblich 11,94 8/67 6,98 3/43 0,39712 11,8079 0,4520- 7,2316

alle 10,85 41/378 7,14 10/140 0,2089 11,5816 0,7696-3,2502

a P (Fisher-Test): 0,523

Tabelle 3.19: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe MI und in der Kon-
trollgruppe in der Altersklasse >55 Jahre

MI >55 Kontrolle >55 Univariate Analyse (x?-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 892 29/325 114 13/114 0,4385 10,7612 0,3810-1,5207
weiblich 11,63 10/86 9,88 16/162 0,6683 1,2007 0,5197-2,7737

alle 949 39/411 10,51 29/276 0,6613 0,8929 0,5379-1,4822

des Tyr-Allels war unter den Patientinnen (MI: 11,94 %, Kontrolle: 6,98 %) deutlicher
ausgepragt als unter den ménnlichen Patienten (MI: 10,61 %, Kontrolle: 7,22 %) und in
der Gesamtgruppe (MI: 10,85 %, Kontrolle: 7,14 %), Tabelle 3.18.

Im Vergleich zwischen den Patienten, die einen Myokardinfarkt mit tiber 55 Jah-
ren erlitten hatten, und Kontrollpersonen im Alter von iiber 55 Jahren ergab sich in
der Gesamtgruppe und in der madnnlichen und weiblichen Subgruppe keine einheit-
liche Tendenz beziiglich der Pravalenzen des Tyr-Allels. Es wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede deutlich (Tabelle 3.19).

3.5.1.3 Vergleich der Privalenz des Tyr-Allels innerhalb der Gruppe Ml in zwei
Altersklassen

Maénnliche Patienten, die einen Myokardinfarkt im Alter von 55 Jahren oder jiinger er-
litten hatten, waren haufiger Tyr-Allel-Trédger als Patienten, die einen Infarkt in einem
Alter von {iiber 55 erlitten hatten (MI<55: 10,61 %,MI>55: 8,92 %). Bei einem P-Wert
von 0,3008 blieb diese Divergenz unter dem statistischen Signifikanzniveau. Ebenso
verhielt sich die Gesamtgruppe, wahrend in der weiblichen Subgruppe eine fast iden-
tische Pravalenz vorherrschte (MI<55: 11,94 %, MI>55: 11,63 %) (Tabelle 3.20 auf der
ndachsten Seite).
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Tabelle 3.20: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml in den Altersklassen
<55 Jahre und >55 Jahre

MI <55 MI >55 Univariate Analyse (¢?-Test)
Y% n % n P OR OR (95 %-KI)

mannlich 10,61 33/311 892 29/325 10,3008 0,6043 0,2310-1,5810
weiblich 11,94 8/67 11,63 10/8 0,5600* 0,6844 0,1899-2,4658

alle 10,85 41/378 949 39/411 10,2660 0,6552  0,3096-1,3863

a P (Fisher-Test): 0,7695

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich im Gesamtkollektiv kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied zwischen Tyr-Allel-Tragern mit MI und Tyr-Allel-
Tragern ohne MI nachweisen liefs. Es konnte jedoch eine Haufung an Tyr-Allel-Tra-
gern unter Patienten festgestellt werden, die einen Infarkt im Alter von 55 Jahren und
jiinger erlitten hatten. Besonders ausgeprigt fand sich diese Haufung in der weibli-
chen Subgruppe.

3.5.2 Tyr-Allel in der Gruppe der Patienten mit kiirzer als einem Jahr
zuriickliegendem MI (Gruppe Ml;~ _1)

Die Gruppe Ml 1 umfasst alle Patienten, bei denen sich der Myokardinfarkt in ei-
nem Zeitraum von unter einem Jahr vor Aufnahme in die Studie ereignete. Die ge-
trennte Betrachtung dieser Patienten mit relativ frischem Infarkt ermdglicht den Aus-
schluss einer eventuellen negativen Selektion der Tyr-Allel-Trager durch mit dem Tyr-

Allel assoziierte letale Frithkomplikationen im ersten Jahr nach dem Infarkt.

3.5.2.1 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;~_; und in der
Kontrollgruppe

Patienten mit kiirzer als einem Jahr zuriickliegendem Myokardinfarkt waren hédu-
tiger Trager des Tyr-Allels als Kontrollpersonen; der Unterschied war jedoch nicht
statistisch signifikant (MI: 11,54 %, Kontrolle: 9,38 %, P =0,366 univariat bzw. 0,2003
multivariat). Gleiches galt fiir die Betrachtung ausschliefslich weiblicher als auch aus-
schlieSlich ménnlicher Patienten (Tabelle 3.21 auf der néchsten Seite). Patientinnen
mit Zustand nach kiirzer als einem Jahr zuriickliegendem Myokardinfarkt wiesen mit
einem Anteil von 16,07 % heterozygoten Tragern gegeniiber 9,27 % in der weiblichen
Kontrollgruppe den grofiten Unterschied in der Prdvalenz des Tyr-Allels zwischen

den beiden Gruppen auf. Die Pravalenzen des Tyr-Allels in der Gruppe von Patienten
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Tabelle 3.21: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;~ _1 und in der Kontrollgruppe

Ml 1 Kontrolle Univariate Analyse Multivariate Analyse
(x?-Test) (Logistische Regression)
% n % n P OR OR (95 %-KI) P OR  OR (95 %-KI)

méannlich 10,29 21/204 948 20/211 0,7808 11,0959 0,5749-2,0889
weiblich 16,07 9/56 927 19/205 0,1449 1,8746  0,7971-4,4088

alle 11,54 30/260 9,38 39/416 03660 1,2609 0,7621-2,0860 0,2003 1,527  0,799-2,917

Tabelle 3.22: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;~._1 und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse <55 Jahre

\Y | PR Kontrolle <55 Univariate Analyse (x2-Test)
<55 <55

Y% n Yo n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 12,66 10/79 7,22 7/97 02242 11,8634  0,6749-5,1443
weiblich 11,76  2/17 6,98 3/43 05454 1,7778  0,2699- 11,7095

alle 125 12/96 7,14 10/140 0,1644 11,8571  0,7681-4,4905

a P (Fisher-Test): 0,6159

mit einem kiirzer als einem Jahr zuriickliegendem Myokardinfarkt lagen in allen Sub-
gruppen iiber den Pravalenzen der Gruppe aller Myokardinfarkte. Dieser Unterschied
erwies sich aber als statistisch nicht signifikant.

3.5.2.2 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;~_; und in der
Kontrollgruppe in zwei Altersklassen

Weibliche wie auch méannliche Patienten, die einen kiirzer als ein Jahr zuriickliegen-
den Myokardinfarkt in einem Alter von 55 Jahren und weniger erlitten hatten, waren
haufiger Tyr-Allel-Trédger als weibliche oder méannliche Kontrollpersonen im Alter von
55 Jahren und weniger (Ml _1: 12,5 %, Kontrolle: 7,14 %). Bei einem P-Wert von 0,1644
erreichte dies nicht das Signifikanzniveau. Der Unterschied in der Prdvalenz des Tyr-
Allels war unter den Patientinnen (MI;~ _;: 11,76 %, Kontrolle: 6,98 %) gleichermafsen
ausgepragt wie unter den méannlichen Patienten (Ml _1: 12,66 %, Kontrolle: 7,22 %)
(siehe Tabelle 3.22).

Im Vergleich zwischen den Patienten, die einen kiirzer als ein Jahr zuriickliegenden
Myokardinfarkt mit iiber 55 Jahren erlitten hatten, und Kontrollpersonen im Alter von

tiber 55 Jahren ergab sich in der Gesamtgruppe und der ménnlichen und weiblichen
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Tabelle 3.23: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;~_1 und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse >55 Jahre

M. 4 Kontrolle Univariate Analyse (¢2-Test)
>55 >55

% n % n P OR  OR (95%-KI)

méannlich 8,8 11/125 114 13/114 10,5036 0,7497 0,3216-1,7477
weiblich 17,95 7/39 9,88 16/162 0,1551* 19961 0,7589- 5,2502

alle 1098 18/164 10,51 29/276 0,8778 1,0501 0,5634-1,9573

a P (Fisher-Test): 0,1657

Tabelle 3.24: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;~._1 in den Alters-
klassen <55 Jahre und >55 Jahre

Ml 4 MLs 4 Univariate Analyse ( x2-Test)
<55 >55

% n % n P OR  OR (95%-KI)

ménnlich 12,66 10/79 8,8 11/125 0,3770 11,5020 0,6064-3,7204
weiblich 11,76  2/17 1795 7/39  0,5623% 0,6095 0,1128- 3,2931

alle 125 12/96 1098 18/164 10,7104 11,1587 0,5321-2,5232

a P (Fisher-Test): 0,7072

Subgruppe keine einheitliche Tendenz beziiglich der Prdvalenzen des Tyr-Allels. Es
wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede deutlich (Tabelle 3.23).

3.5.2.3 Vergleich der Pravalenz innerhalb der Gruppe Ml;._; in zwei Altersklassen

Mainnliche Patienten, die einen kiirzer als ein Jahr zuriickliegenden Myokardinfarkt
im Alter von 55 Jahren oder jiinger erlitten hatten, waren haufiger Tyr-Allel-Trager
als Patienten, die einen Infarkt in einem Alter von tiber 55 erlitten hatten (MI<55:
12,66 %, MI>55: 8,8 %). Bei einem P-Wert von 0,377 war diese Divergenz statistisch
nicht signifikant. Ebenso verhielt sich die Gesamtgruppe, wahrend in der weiblichen
Subgruppe in der Altersklasse unter 55 Jahren eine geringere Prdvalenz vorherrschte
(MI<55: 11,76 %, MI>55: 17,95 %) (Tabelle 3.24).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich im Gesamtkollektiv keine
statistische Signifikanz im Vergleich zwischen Tragern des Tyr-Allels mit kiirzer als
einem Jahr zurtickliegendem Myokardinfarkt und Tyr-Allel-Trdgern mit zeitlich nicht
definiertem Infarkt bzw. ohne Myokardinfarkt feststellen liefs. Wie bereits bei der Be-
trachtung der Gruppe MI beobachtet, konnte jedoch eine Tendenz festgestellt werden,
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Tabelle 3.25: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml, > und in der Kontrollgruppe

ML, >, Kontrolle Univariate Analyse Multivariate Analyse
(x2-Test) (Logistische Regression)
% n % n P OR  OR (95 %-KI) P OR  OR (95%-KI)

mannlich 11,02 13/118 948 20/211 0,6560 1,1824  0,5654-2,4726
weiblich 20,83 5/24 927 19/205 0,0801* 255762 0,8641-7,6806

alle 12,68 18/142 9,38 39/416 02621 11,4032 0,7746-2,5421 0,0175 2,781 1,197-6,464

a P (Fisher-Test): 0,1481

die zu einer Haufung von heterozygoten Triagern bei Patienten fiihrte, die einen Infarkt

im Alter von 55 Jahren und jiinger erlitten hatten.

3.6 Tyr-Allel als Risikofaktor fiir Reinfarkte

Es wurde die Gruppe der Patienten mit zwei oder mehr Myokardinfarkten (ML;>,,
n = 142) mit der Kontrollgruppe (n = 416) und der Gruppe der Patienten mit einem
Myokardinfarkt (MI,—;, n = 647) verglichen.

3.6.1 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe der Patienten mit
zwei oder mehr Ml (Gruppe Ml,>>) und in der Kontrollgruppe

Patienten mit zwei oder mehr Myokardinfarkten waren in der multivariaten Analy-
se signifikant hdufiger Trager des Tyr-Allels als Kontrollpersonen (Tabelle 3.25). Die
Pravalenz des Tyr-Allels betrug in der Gruppe der Patienten mit zwei oder mehr In-
farkten 12,68 %, in der Kontrollgruppe dagegen 9,38 %. Multivariat ergab sich fiir he-
terozygote Trager des Tyr-Allels mit zwei oder mehr Myokardinfarkten ein relatives
Risiko von 2,781 gegeniiber Kontrollpersonen, der P-Wert betrug 0,0175. In der univa-
riaten Analyse blieb der P-Wert (P =0,2621) {iber der 0,05-Signifikanzmarke. Vor allem
in der weiblichen Subgruppe zeigte sich ein pragnanter Unterschied (MI,>5: 20,83 %,
Kontrolle: 9,27 %), der allerdings nicht statistisch signigfikant war (P =0,0801). In der
méannlichen Subgruppe wurden in der Gruppe MI,>> 11,02% und in der Kontroll-
gruppe 9,48 % heterozygote Trager nachgewiesen (P =0,656).
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Tabelle 3.26: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;> und in der Kon-
trollgruppe in der Altersklasse <55 Jahre

MI,>> <55 Kontrolle <55 Univariate Analyse (x2-Test)
Y% n Y% n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 13,70 10/73 7,22 7/97 0,1632 2,0408  0,7373-5,6490
weiblich 30,77 4/13 6,98 3/43 0,0230? 5,9259 1,1240- 31,2425

alle 16,28 14/86 7,14 10/140 10,0304 2,5278  1,0685-5,9799

a P (Fisher-Test): 0,0434

3.6.2 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml,>, und in der
Kontrollgruppe in zwei Altersklassen

Patienten, die im Alter von 55 Jahren oder weniger bereits zwei oder mehr Myo-
kardinfarkte erlitten hatten, waren signifikant hdufiger Trager des Tyr-Allels als Kon-
trollpersonen: 16,28 % der Patienten mit zwei oder mehr Infarkten bis 55 Jahren waren
heterozygote Trager des Tyr-Allels, jedoch nur 7,14 % in der Kontrollgruppe (Tabel-
le 3.26).

Bei einem P-Wert von 0,0304 ergab sich fiir Trager des Tyr-Allels im Vergleich mit
Tragern des Wildtyps ein relatives Risiko von 2,5278 fiir das Erleiden von zwei oder
mehr Herzinfarkten. Ein noch hoheres relatives Risiko ergab sich fiir Frauen im Alter
von bis zu 55 Jahren: Sie tragen als Tyr-Allel-Trdgerinnen ein um 5,9259 erhohtes re-
latives Risiko, zwei oder mehr Herzinfarkte zu erleiden, als homozygote Tragerinnen
des Phe-Allels.

In der Gruppe der Frauen bis zu 55 Jahren mit zwei oder mehr Myokardinafarkten
wurden 30,77 % heterozygote Tragerinnen nachgewiesen, in der Kontrollgruppe waren
es 6,98 %(P =0,0230).

Dagegen zeigt sich in der médnnlichen Subgruppe zwar auch ein Haufung der he-
terozygoten Trdger in der Gruppe der bis zu 55-Jdhrigen mit zwei oder mehr Myo-
kardinfarkten (Prévalenz MI;>,<55: 13,7 %, Kontrolle<55: 7,22 %), bei einem P-Wert
von 0,1623 konnte hieraus jedoch keine signifikante Steigerung des relativen Risikos
abgeleitet werden.

Im Vergleich der Préavalenzen des Tyr-Allels in der Gruppe MI,>> und der Kontroll-
gruppe in der Altersklasse iiber 55 Jahre fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede. In der weiblichen Subgruppe ergaben sich nahezu identische Prava-
lenzen in beiden Gruppen, in der mannlichen Subgruppe und in der Gesamtgruppe
wurden mehr Tyr-Allel-Trédger in der Altersgruppe iiber 55 Jahre nachgewiesen.
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Tabelle 3.27: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;>, und in der
Kontrollgruppe in der Altersklasse >55 Jahre

MI,>,>55 Kontrolle >55 Univariate Analyse (¢2-Test)
% n % n P OR OR (95 %-KI)

méannlich 6,67 3/45 114 13/114 0,3711* 0,5549 0,1503-2,0484
weiblich 9,09 1/11 988 16/162 09325 09125 0,1096- 7,5979

alle 714 4/56 10,51 29/276 0,4429° 0,6552 0,2209-1,9434

a P (Fisher-Test): 0,5596
b P (Fisher-Test): 1
¢ P (Fisher-Test): 0,6245

Tabelle 3.28: Privalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml,>; in den
Altersklassen <55 Jahre und >55 Jahre

MI, >, <55 MI,>>>55 Univariate Analyse ()2-Test)
% n Y% n P OR OR (95 %-KI)

mannlich 13,7 10/73 6,67 3/45 0,2360* 2,2222 0,5772-8,5548
weiblich 30,77 4/13 9,09 1/11 0,1926" 44444 0,4158- 47,5028

alle 1628 14/86 7,14 4/56 0,1098 2,5278 0,7869-8,1204

a P (Fisher-Test): 0,3652
b P (Fisher-Test): 0,3271

3.6.3 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels innerhalb der Gruppe Ml.>; in
zwei Altersklassen

Patienten, die zwei oder mehr Myokardinfarkte im Alter von bis zu 55 Jahren erlitten
hatten, waren héufiger Tyr-Allel-Tréger als Patienten, die zwei oder mehr Myokardin-
farkte im Alter von tiiber 55 Jahren erlitten hatten. Die Divergenz zeigte sich sowohl
in der Gesamtgruppe (ML, >»<55: 16,28 %, MI,>,>55: 7,14 %), als auch in der weibli-
chen (MI,>2<55: 30,77 %, Ml,>2>55: 9,09 %) und ménnlichen Subgruppe (MI,>,<55:
13,7 %, Ml >>>55: 6,67 %), war jedoch in keiner der drei Gruppen statistisch signifikant
(Tabelle 3.28).

3.6.4 Vergleich der Priavalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml.>, und in der
Gruppe der Patienten mit genau einem MI (Gruppe Ml,_1)

Patienten mit zwei oder mehr Myokardinfarkten wiesen das Tyr-Allel hdufiger auf als
Patienten mit nur einem Myokardinfarkt (MI,>>: 12,68 %, MI,—1: 9,58 %), dies jedoch
unter dem 95 %-Signifikanzniveau (Tabelle 3.29 auf der nidchsten Seite). In der mannli-

chen wie auch in der weiblichen Subgruppe konnte die gleiche Beobachtung gemacht
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Tabelle 3.29: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml,>» und in der Gruppe Ml,—1

ML, >, MI,—; Univariate Analyse Multivariate Analyse
(x?-Test) (Logistische Regression)
% n % n P OR OR (95 %-KI) P OR OR (95 %-KI)

mannl. 11,02 13/118 946  49/518 0,6067 1,185 0,6205-2,2633
weibl. 20,83 5/24 10,08 13/129 0,1332* 12,3482  0,7512-7,3406

alle 12,68 18/142 9,58  62/647 0,2688 11,3697  0,7828-2,3964  0,1677 1,501 0,843-2,675

a P (Fisher-Test):0,1637

Tabelle 3.30: Privalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml,> und in der
Gruppe Ml,_1 in der Altersklasse <55 Jahre

MI, >, <55 MI,_; <55 Univariate Analyse ( x>-Test)
Y% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 13,7 10/73 9,66 23/238 0,3275 11,4838  0,6709-3,2816
weiblich 30,77 4/13 741 4/54  0,0197° 5,5556 1,1709- 26,3599

alle 16,28 14/86 9,25 27/292 0,0653 19084  0,9514-3,8281

a P (Fisher-Test):0,04

werden; auch hier wurde dabei keine statistische Singinifikanz erreicht. Besonders
ausgeprdagt war der Unterschied unter den Patientinnen mit 20,83 % heterozygoten

Tragerinnen in der Gruppe MI und 10,08 % unter den Patientinnen mit einem Infarkt.

3.6.5 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml.>, und in der
Gruppe Ml,_; in zwei Altersklassen

Patientinnen, die ein oder mehr Myokardinfarkte mit bis zu 55 Jahren erlitten hatten,
waren signifikant hdufiger Trager des Tyr-Allels als Patientinnen, die mit bis zu 55
Jahren nur einen Herzinfarkt erlitten haben: In der ersten Gruppe fanden sich 30,77 %
heterozygote Tragerinnen, in der zweiten nur 7,41 %, P =0,0197. Patientinnen mit Tyr-
Allel und bereits einem erlittenem Herzinfarkt trugen damit gegeniiber Frauen ohne
das Tyr-Allel ein um 5,56 erhohtes relatives Risiko, einen Reinfarkt zu erleiden. Auch
in der Gesamtgruppe (Ml >,<55: 16,28 %, MI,—; <55: 9,25 %) und in der ménnlichen
Subgruppe (MI;>,<55: 13,7 %, MI,_1 <55: 9,66 %) zeigte sich eine Tendenz wie bei den
Frauen, jedoch fand sich hier keine statistische Signifikanz.

Im Vergleich der Pravalenzen des Tyr-Allels in der Gruppe MI,>> und in der Gruppe
MI,_; in der Altersklasse iiber 55 Jahre zeigte sich in der Gruppe der Patienten mit

nur einem Myokardinfarkt eine hohere Pravalenz des Tyr-Allelsals in der Gruppe der
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Tabelle 3.31: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml;>, und in der
Gruppe Ml,_1 in der Altersklasse >55

MI,>>>55 MI,_1>55 Univariate Analyse ( x2-Test)
Y% n % n P OR OR (95 %-KI)

ménnlich 6,67 3/45 9,29 26/280 0,5673* 0,6978 0,2022-2,4086
weiblich 9,09 1/11 12 9/75  0,7787° 0,7333  0,0837- 6,4253

alle 714 4/56 9,86 35/355 10,5192 0,7033  0,2400-2,0610

a P (Fisher-Test): 0,7797
b P (Fisher-Test): 1

Tabelle 3.32: Pravalenz des Tyr-Allels in der Gruppe Ml,—; in den Alters-
klassen <55 Jahre und >55 Jahre

MI,_1 <55 MI,_>55 Univariate Analyse (x2-Test)
Y% n Y% n P OR OR (95 %-KI)

méannlich 9,66 23/238 929 26/280 0,8835 1,0451 0,5795-1,8848
weiblich 7,41 4/54 12,00 9/75 0,5141 0,6600 0,1881 -2,3157

alle 925 27/292 986 35/355 10,8769 0,9589  0,5640-1,6305

Patienten mit zwei oder mehr Myokardinfarkten, es wurde jedoch keine statistische
Signifikanz erreicht.

3.6.6 Vergleich der Pravalenz des Tyr-Allels innerhalb der Gruppe Ml,_; in
zwei Altersklassen

Innerhalb der Gruppe der Patienten mit einem Myokardinfarkt zeigte sich in der Ge-
samtgruppe und in der mdnnlichen Subgruppe eine homogene Verteilung des Tyr-
Allels zwischen den Gruppen der unter und iiber 55-Jdhrigen. Lediglich die weibliche
Subgruppe wies mit 7,41 % heterozygoten Tragern in der Altersklasse <55 Jahre eine
Divergenz zu der Altersklasse der iiber 55-Jdhrigen mit 12 % auf, die jedoch nicht das
95 %-Signifikanzniveau {iberschritt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Tyr-Allel bei Frauen unter 55
Jahren zu einem signifikant erhchten Risiko fiihrte, zwei oder mehr Myokardinfarkte
zu erleiden bzw. nach einem Myokardinfarkt einen Reinfarkt zu erleiden. Sowohl in
der Gesamtgruppe beider Geschlechter als auch in der mannlichen Subgruppe war
die gleiche Tendenz ersichtlich, konnte jedoch nicht als statistisch signifikant nachge-

wiesen werden.
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3 Ergebnisse

3.7 Lifetable-Analyse

Es wurde eine auf dem Cox-Proportional-Hazard-Modell basierende multivariate Re-
gression angewandt, anhand derer auf Grundlage unterschiedlicher Schweregrade
der KHK ein Einfluss des Tyr-Allels auf das durchschnittliche Alter bei Myokard-
infarkt gepriift wurde (Cox 1972). Mittels dieses Verfahrens wird zwischen einem Ein-
fluss des Tyr-Allels auf die Arteriosklerose und einem Einfluss des Tyr-Allels auf die
Thrombogenitdt differenziert, indem das Tyr-Allel hier nicht in ein Verhéltnis zum
Grad der KHK gesetzt wird, sondern auf eine Assoziation getestet wird zwischen
dem Tyr-Allel und dem Lebensalter bei Myokardinfarkt bei bestehender 1-, 2- oder 3-
Gefafserkrankung (?). Ein Einfluss des Tyr-Allels auf die Thrombogenitit wiirde sich in
einer bei Tyr-Allel-positiven Patienten im Vergleich zu Tyr-Allel-negativen Patienten
vorzeitigen Manifestation eines MI bei gleichem Schweregrad der KHK dufsern.

Fiir das Modell wurde der Ereigniszeitpunkt als das Lebensalter bei erstem Myo-
kardinfarkt festgelegt. Die Gruppe der Patienten mit Myokardinfarkt und bestehender
KHK wurde dem Schweregrad der KHK folgend eingeteilt in die Subgruppen 1-, 2-
oder 3-Gefiaflerkrankung. Jede Subgruppe wurde eingeteilt in die Gruppe MI mit Tyr-
Allel-positivem Status und die Gruppe MI mit Tyr-Allel-negativem Status. Fiir jede
dieser Subgruppen wurde der Median fiir das Alter bei Myokardinfarkt bestimmt (sie-
he Tabelle 3.33 auf der nidchsten Seite). Eine zweite Lifetable-Analyse wurde mit der
Gruppe der Patienten durchgefiihrt, die einen Myokardinfarkt innerhalb des letzten
Jahres erlitten haben (siehe Tabelle 3.34 auf der ndchsten Seite).

Sowohl fiir die 2- als auch 3-Gefdfierkrankung ergaben sich negative Differenzen
im Vergleich des Medians fiir Tyr-Allel-positive Individuen und Tyr-Allel-negative
Individuen in der Gruppe MI als auch in der Gruppe Ml _1. In diesen Gruppen
haben Tyr-Allel-Trdger im Schnitt bis zu sieben Jahre frither einen Myokardinfarkt
erlitten als Patienten ohne nachweisbares Tyr-Allel. Statistisch signifikant wurde diese
Differenz in der Gruppe der Patienten, die auf Grundlage einer 2-GefdfSerkrankung
einen Myokardinfarkt innerhalb des letzten Jahres erlitten hatten: Der Median fiir das
Alter bei Myokardinfarkt lag in dieser Gruppe fiir Tyr-Allel-Trager vier Jahre unter
dem Median fiir Patienten mit Wildtyp. In der multivariaten Analyse ergab sich dafiir
ein P-Wert von 0,04.

In Abbildung 3.2 auf Seite 77 ist fiir Patienten mit 2-Gefdfserkrankung der Anteil der
Patienten mit Myokardinfarkt (Ordinate) gegen das Lebensalter der Patienten (Abszis-
se) aufgetragen. In rot sind die Patienten mit Tyr-Allel-positivem Status, in schwarz
die Patienten mit Tyr-Allel-negativen Status dargestellt. An dem unterschiedlichen
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.33: Uni- und multivariate Analyse fiir vorzeitiges Auftreten des Myokardinfarktes in
Abhéngigkeit vom Tyr-Allel und Grad der KHK

Alter bei MI
Tyr-Allel-positiv Tyr-Allel-negativ
n Median 95 %-KI n Median 95 %-KI
1-GefaBerkrankung  24/209 57,9232 51,8127-60,2788 185/209 53,135 50,7529-54,9110
2-GefaBlerkrankung 20/193 49,1712  46,3881-57,0676 173/193 56,4029  53,1345-57,4560
3-Gefaflerkrankung 35/385 56,5374 51,2973-60,6303 350/385 56,6122  55,4054-58,0128
Analyse
Mediandifferenz univariat multivariat
(Tyr-Allel-positiv — Tyr-Allel-negativ) P P
1-Gefédferkrankung 47882 0,5077 0,66
2-Gefaflerkrankung -7,2317 0,5309 0,31
3-Gefafserkrankung -0,0748 0,7222 0,68

Tabelle 3.34: Uni- und multivariate Analyse fiir vorzeitiges Auftreten des Myokardinfarktes
bei Patienten mit kiirzer als einem Jahr zuriickliegendem Myokardinfarkt in Abhangigkeit
vom Tyr-Allel und Grad der KHK

Alter bei MI

Tyr-Allel-positiv Tyr-Allel-negativ

n Median 95 %-KI n Median 95 %-KI
1-Gefdflerkrankung 11/93 59,0926  43,7015-62,6738 82/93 53,2116  50,4244-57,0818
2-Gefaflerkrankung  8/77 55,8245  43,9820-66,3290 69/77 59,977 57,5238-61,8799
3-Gefdafserkrankung 10/89 59,2017  52,0644-65,3256 79/89 60,2234  57,3236-62,4904

Analyse
Mediandifferenz univariat multivariat
(Tyr-Allel-positiv — Tyr-Allel-negativ) P P
1-Gefédflerkrankung 5,8810 0,8554 0,86
2-Geféafierkrankung -4,1525 0,7949 0,04
3-Gefalerkrankung -1,0217 0,9563 0,94

Verlauf der roten und schwarzen Kurve ladsst sich ablesen, dass im Lebensalter zwi-
schen 40-55 Jahren ein grofierer Anteil der Tyr-Allel-Tréger als der Wildtyp-Individuen
einen Herzinfarkt erlitt. Die Differenz des Medians fiir das Alter bei Myokardinfarkt
betrug zwischen den Gruppe der Polymorphismus-Trdger und der Individuen vom
Wildtyp 7,23 Jahre, war allerdings in der Gruppe aller Myokardinfarkte nicht statis-
tisch signifikant (P =0,5309 univariat und P =0,31 multivariat).

In Abbildung 3.3 auf Seite 78 und Abbildung 3.4 auf Seite 79 ist fiir Patienten mit
2-Gefédfserkrankung der Anteil der Patienten mit Myokardinfarkt innerhalb des letz-

76



3 Ergebnisse

1.00
s
= 0.75
b
s
= 0.50
.z
C 0.25
["x]
0.00 T T T T T T T T
0 10 20 20 40 5o 60 70
INFI_MIT
STRATA: T7932Ac=1 T7932Ac=2

Abbildung 3.2: Lifetable-Analyse: Patienten mit 2-GefaRerkrankung. Der Anteil der Patienten mit
Myokardinfarkt (Ordinate) ist gegen das Lebensalter der Patienten (Abszisse) aufgetragen. Das vor-
zeitige Auftreten des Infarktes bei Tyr-Allel-Tragern ist statistisch nicht signifikant (P =0,5309 uni-
variat, P=0,31 multivariat).

ten Jahres (Ordinate) gegen das Lebensalter der Patienten (Abszisse) aufgetragen. In
rot sind die Patienten mit Tyr-Allel-positivem Status, in schwarz die Patienten mit
Tyr-Allel-negativem Genotyp dargestellt. Wie schon in Abbildung 3.2 ldsst sich an
dem unterschiedlichen Verlauf der roten und schwarzen Kurve ablesen, dass im Le-
bensalter zwischen 40 und 55 Jahren ein grofierer Anteil der Tyr-Allel-Tréger als der
Wildtyp-Individuen einen Herzinfarkt erlitt. Fiir die hier betrachtete Gruppe der Myo-
kardinfarkte innerhalb des letzten Jahres betrug die Differenz der Mediane 4,15 Jah-
re. In der multivariaten Analyse konnte dieser Unterschied als statistisch signifikant
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bei Betrachtung der Gruppe von
Patienten, die auf Grundlage einer 2-Gefidflerkrankung einen Myokardinfarkt erlitten

hatten, eine Vorzeitigkeit fiir das Erleiden des Myokardinfarktes bei den Tyr-Allel-
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Abbildung 3.3: Lifetable-Analyse: Patienten mit 2-GefaRerkrankung. Der Anteil der Patienten mit
Myokardinfarkt innerhalb des letzten Jahres (Ordinate) ist gegen das Lebensalter der Patienten
(Abszisse) aufgetragen. Das vorzeitige Auftreten des Infarktes bei Tyr-Allel-Tragern ist in der multi-
variaten Analyse statistisch signifikant (P =0,04).

Trager auffillig erschien. Diese war in der Gruppe aller MI-Patienten nicht statistisch
signifikant, wiahrend sich das Ergebnis in der Gruppe der Patienten, die den Myo-
kardinfarkt innerhalb des letzten Jahres vor Eintritt in die Studie erlitten hatten, in
der multivariaten Analyse als statistisch signifikant beweisen liefs. Diese Vorzeitigkeit
liefs sich jedoch nicht in den Gruppen der Patienten, die einen Myokardinfarkt auf
Grundlage einer 1-oder 3-Gefédfierkrankung erlitten hatten, dokumentieren. Insgesamt
lief sich daher anhand der Lifetable-Analyse keine sichere Aussage iiber ein mogli-
ches vorzeitiges Erleiden eines Myokardinfarktes und eine mogliche Steigerung der
Thrombogenitét bei Tyr-Allel-Tragern machen.
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Abbildung 3.4: Lifetable-Analyse: Anteil der Patienten mit 2-GefdRerkrankung und Myokardinfarkt
innerhalb des letzten Jahres gegen Lebensalter in der logarithmischen Darstellung.

3.8 Andere detektierte Mutationen

Wie bereits in Abschnitt 2.2.2.1 auf Seite 25 geschildert, konnte in der Phase der Op-
timierung der PCR der bisher unveroffentlichte Polymorphismus (7740C/A) mit dem
Austausch von Cytosin gegen Adenin im Intron Nr. 44 des VWF-Gens identifiziert
werden (Abbildung 3.5 auf der nédchsten Seite). Da dieser Polymorphismus die De-
tektion des Zielpolymorphismus in der DHPLC-Analyse storte, konnten lediglich im
Rahmen der Optimierung zehn Patienten auf diesen Polymorphismus hin untersucht
werden, bevor die folgenden Analysen dann die Amplifizierung eines verkleinerter
DNA-Abschnittes erforderten, der den Polymorphismus 7740C/A ausklammerte. Un-
ter den zehn auf den Polymorphismus 7740C/A untersuchten Patienten fanden sich
zwei mit Normalsequenz, sechs mit einem heterozygotem Genotyp und zwei mit ei-
nem homozygotem Genotyp fiir diesen Polymorphismus.
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Abbildung 3.5: Sequenz des Polymorphismus 7740C/A im Intron 44 des VWF-Gens in 3'-5'-
Richtung. Oben: Wildtyp-Sequenz des Polymorphismus 7740C/A; unterstrichen ist das Triplett des
Polymorphismus (3’-AGTF5’). Mitte: homozygotes Vorliegen; im unterstrichenen Triplett erkennt
man in 3’-5’-Richtung homozygot die Base T statt der Wildtypbase G. Unten: heterozygotes Vor-
liegen des Polymorphismus 7740C/A; unter dem Peak der Base T erscheint ein Peak des Wildtyp-
Allels mit der Base G

In der weiteren molekularbiologischen Analyse zur Detektion des Polymorphismus
F/Y 2561 erlaubte das gewdhlte Verfahren auch andere Mutationen in dem amplifizier-
ten DNA-Abschnitt zu entdecken. Zwei weitere Mutationen konnten so bei jeweils ei-
nem Patienten identifiziert werden: die stumme Mutation C7930T sowie die Mutation
C7913G, die einen Aminosdureaustausch von Prolin zu Adenin bewirkt. Beide Pati-
enten weisen fiir den F/Y 2561-Polymorphismus die Normalsequenz auf. Der Trager
der stummen Mutation gehort der Gruppe MI,—; an, der Patient mit der Mutation
C7913G der Gruppe KHK ohne MI. Beide Mutationen sind in den Abschnitten 2.2.6.4
auf Seite 45 sowie 2.2.4.5 auf Seite 37 ausfiihrlich beschrieben.
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In der vorliegenden Studie wurde die Prdvalenz des Tyr-Allels des F/Y2561-
Polymorphismus in verschiedenen Subgruppen eines an KHK oder MI erkrankten
Kollektivs bestimmt und mit der Prévalenz in einer nicht erkrankten Kontrollgruppe
verglichen. Die Unterschiede wurden in einer univariaten und multivariaten Analyse
auf statistische Signifikanz getestet. Ziel der Untersuchung war es, eine durch Schling-
mann (2000) in einem kleineren und rein ménnnlichen Kollektiv vermutete Assozia-
tion zwischen dem Tyr-Allel und dem Auftreten von koronarer Herzkrankheit und
Myokardinfarkt zu bestdtigen oder zu entkraften.

Im folgenden Kapitel werden zunéchst die Ergebnisse der molekularbiologischen
Untersuchung interpretiert (Abschnitt 4.1). Danach wird auf die Interaktion des Von-
Willebrand-Faktors mit Thrombozyten ndher eingegangen und die mdogliche Beein-
flussung dieser durch Polymorphismen besonders beleuchtet (Abschnitt 4.2). Sodann
wird das Ergebnis der vorliegenden Studie in die Literatur eingeordnet (Abschnitt 4.3)
und abschliefiend die Schlufifolgerung formuliert (Abschnitt 2.7).

4.1 Interpretation der Ergebnisse der molekularbiologischen
Untersuchung

Nach Auswertung der Ergebnisse der vorliegenden Studie ist davon auszugehen, dass
das Tyr-Allel mit dem Auftreten von Reinfarkten bei Frauen in der Altersklasse unter
55 Jahren assoziiert ist. Es ergibt sich fiir weibliche Tyr-Allel-Trédger in der Altersklasse
<55 Jahren ein relatives Risiko von 5,93 (95 %KI: 1,12-31,24) fiir die Manifestation
von zwei oder mehr Myokardinfarkten gegeniiber gleichaltrigen Frauen mit Phe-Allel.
Man kann das Tyr-Allel somit mit dem Auftreten von Reinfarkten bei Frauen bereits
in jungen Jahren assoziieren. Das relative Risiko fiir Tyr-Allel-Trdgerinnen gegeniiber
der Gruppe mit einem MI betrédgt 5,56 (95 %KI: 1,17-26,36).

Den Stellenwert des Tyr-Allels als Risikofaktor fiir multiple Infarkte unterstreicht
eine multivariate Analyse, in dem das Tyr-Allel neben den klassischen Risikofaktoren

in einer Gruppe mit Patienten mit zwei oder mehr Infarkten getestet wurde und als ei-

81



4 Diskussion

B KHK ohne MI (in %, n = 865) 30,8°
MI (in %, n = 789)
B MI z22 (in %, n = 142)

Kontrolle (in %, n = 416) 20,8

alle mannlich weiblich <55]. alle <55 J. mannlich <55 J. weiblich

Abbildung 4.1: Ubersicht der Privalenzen des Tyr-Allels im Gesamtkollektiv und in der Gruppe
<55 mit den jeweiligen médnnlichen und weiblichen Subgruppen: (a) Statistische Signifikanz in
der Abweichung zur Kontrollgruppe in der multivariaten Analyse; (b) statistische Signifikanz in der
Abweichung zur Kontrollgruppe; (c) statistische Signifikanz in der Abweichung zur Kontrollgruppe
und in der Abweichung zur Gruppe Ml,_; <55.

genstandiger Faktor mit einem relativen Risiko von 2,78 (95 %KI: 1,197-6,464) bestatigt
werden konnte (siehe Tabelle 3.7 auf Seite 59).

Diese Ergebnisse passen sich in eine deutliche Tendenz ein, die sich konstant tiber
die untersuchten Gruppen zieht, jedoch keine weitere statistische Signifikanz erreicht:
In der altersunabhédngigen Betrachtung sind in den Patientengruppen prozentual mehr
Tyr-Allel-Trager zu finden als es in der gesunden Kontrollgruppe (siehe Abbildung
4.1). Unter den altersunabhédngigen Patientengruppen finden sich mehr Tyr-Allel-Tra-
ger in der Gruppe MI,> als in den anderen Gruppen. Dieser Unterschied wird noch
deutlicher, wenn man die Altersgruppen der unter 55-Jdhrigen mit ischdmischer Herz-
krankheit getrennt betrachtet. Fiir alle drei Beobachtungen gilt, dass sie in den weib-
lichen Subgruppen starker ausgeprdgt sind als in den ménnlichen. Auf Grundlage
dieser Tendenzen sollte das Tyr-Allel generell mit der Pathogenese von KHK und
MI zusammengebracht werden. Es scheint jedoch kein eigenstindiger Risikofaktor
zu sein, sondern nur unter besonderen Bedingungen das friihzeitige Auftreten von
Myokardinfarkt und hier vor allem das Auftreten von Reinfarkten bei Frauen in der
Altersklasse unter 55 zu fordern.

4.1.1 Vorzeitige Manifestation eines Myokardinfarktes bei Tyr-Allel-Tragern

Fiir eine vorzeitige Manifestation eines Myokardinfarktes bei Tyr-Allel-Trdgern spricht
die eben dargelegte Hiufung von Tyr-Allel-Trdgern in den jiingeren Altersklassen mit
MI. Betrachtet man die Gruppe der {iber 55-Jdhrigen, lassen sich die oben gemach-
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ten Beobachtungen zur Haufung von Tyr-Allel-Tragern in einzelnen Patientengruppen
nicht bestatigen.

Hier finden sich - gerade in der Gruppe der Patienten mit mindestens zwei Infarkten
- prozentual weniger Tyr-Allel-Trager als in der gesunden Kontrollgruppe (siehe Ab-
bildung 4.2 auf der nédchsten Seite). Unter der Annahme, dass das Tyr-Allel Reinfarkte
in jungen Jahren fordert, muss davon ausgegangen werden, dass Tyr-Allel-Trdger ein
hoheres Risiko haben, in jiingeren Jahren an einem Infarkt zu versterben. Daraus ergibt
sich, dass sie in einer Erhebung &lterer Infarktpatienten durch die negative Selektion
im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe unterdurchschnittlich haufig vetreten
sein miissten. Die Tatsache, dass in der Gruppe der {iber 55-jdhrigen Infarktpatienten
prozentual weniger Tyr-Allel-Trdger vetreten sind, konnte also die Hypothese einer
Forderung friihzeitiger Infarkte durch das Tyr-Allel stiitzen.

Eine weitere Erkldarung konnte sein, dass das Tyr-Allel im Alter hinter anderen Ris-
kiofaktoren zuriicktritt und an Bedeutung verliert. Gerade bei den Frauen wiére z. B.
denkbar, dass der im Alter verdnderte Hormonspiegel Bedingungen schafft, unter de-
nen das Tyr-Allel als Risikofaktor keinen Einfluss mehr nimmt. Allerdings ist zu be-
denken, dass die Prdvalenz des Tyr-Allels in der Kontrollgruppe in der Altersstufe
der unter 55-Jdhrigen auch unter der Prdvalenz des Tyr-Allels in der Kontrollgrup-
pe der {iber 55-Jdhrigen liegt, was jedoch keine statistische Signifikanz erreicht (siehe
Tabelle 3.12 auf Seite 62). SchlieSlich ist zu betonen, dass alle in diesem Abschnitt dis-
kutierten Unterschiede nicht statistisch siginifikant sind und daher auch nur Ausdruck
einer Zufallsverteilung sein kénnen.

Zur Priifung einer vorzeitigen Manifestation von Myokardinfarkten bei Tyr-Allel-
Tragern diente auch die in Abschnitt 3.7 auf Seite 75 beschriebene Lifetable-Analyse.
Hier zeigte sich, dass der Median des Lebensalters bei Myokardinfakt fiir Tyr-Allel-
Trager mit einer 2-GefdfSerkrankung mit 7,23 Jahren deutlich unter dem der Patienten
mit homozygotem Phe-Allel und einer 2-Gefdfserkrankung lag. Dieser Wert war je-
doch statistisch nicht signifikant. In der Gruppe der Patienten, die auf Grundlage einer
2-Geféafierkrankung einen Myokardinfarkt innerhalb des letzten Jahres erlitten hatten,
lag der Median fiir die Manifestation eines Myokardinfarktes bei Tyr-Allel-Trdgern um
4,15 Jahre unter dem der Patienten mit homozygotem Phe-Allel. Diese Differenz er-
wies sich in der multivariaten Analyse als statistisch signifikant. Die in dieser Gruppe
von Myokardinfarktpatienten mit 2-Gefdflerkrankung angedeutete Vorzeitigkeit liefs
sich allerdings nicht fiir Patienten mit 1- oder 3-Gefdfikrankheit nachweisen, so dass
das Ergebnis der Lifetable-Analyse insgesamt als nicht eindeutig zu werten ist. Das
Ergebnis scheint, wie auch die weiter oben beschriebenen Beobachtungen, auf einen
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Abbildung 4.2: Ubersicht der Pravalenzen des Tyr-Allels in den Subgruppen in der Gruppe >55

moglichen Zusammenhang zwischen Tyr-Allel und der friihzeitigen Manifestation ei-
nes Myokardinfarktes hinzudeuten, ohne diese sicher belegen zu kénnen.

4.1.2 Homozygote Tyr-Allel-Trager

In dem untersuchten Kollektiv konnten zwei homozygote Tyr-Allel-Trager ausge-
macht werden. Beide Personen waren mannlich und gehérten der Gruppe KHK ohne
MI an. Ein erhohtes Risiko fiir mutliple Myokardinfarkte bei homozygotem Vorliegen
des Tyr-Allels bei Mannern konnte in diesen beiden Féllen somit nicht nachgewiesen
werden. Vor dem Hintergrund, dass das heterozygot vorliegende Tyr-Allel bei Frau-
en in der Altersklasse unter 55 Jahren zu einer Risikosteigerung fiir multiple Infarkte
tiihrt, wére die Untersuchung von Frauen mit homozygoten Genstatus, die sich jedoch
leider nicht in dem Kollektiv fanden, von grofiem Interesse gewesen. Fraglich ist, ob
die statistisch nicht signifikante Differenz der durch das Hardy-Weinberg-Aquilibrium
erwarteten 5,48 homozygoten Personen (siehe Abschnitt 3.2.1 auf Seite 51) zu den tat-
sdchlich detektierten zwei Personen ein Hinweis auf eine negative Selektion der ho-
mozygoten Frauen sein konnte. Dies lieSe sich aufgrund der geringen Allelfrequenzen
des F/Y 2561-Polymorphismus nur in einer wesentlich gréfieren Studie herausfinden.

4.1.3 Gruppengrofe und statistische Validitat

Wie anhand der Anzahl der wenigen fiir das Tyr-Allel homozygoten Personen in dem
Kollektiv erkennbar, ist selbst ein Kollektiv von 2070 Personen bei einer Allelfrequenz
von 5,14 % zu klein, um in speziellen Untergruppen statistisch valide Aussagen zu
treffen. Zwar bot die Grofle des untersuchten Kollektivs die Moglichkeit, spezielle Un-
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tergruppen wie die Gruppe von Frauen im Alter unter 55 Jahren mit zwei Myokardin-
farkten zu bilden und zu untersuchen, doch solche Untergruppen waren naturgemafs
recht klein (Tyr-Allel-Trdagerinnen in der Gruppe MI;>;: 4 von 13, in der Kontroll-
gruppe 3 von 43). Dennoch scheint die in dieser Gruppe belegte Assoziation zwischen
dem Tyr-Allel und multiplen Myokardinfarkten glaubhaft, da die statistischen Tests
signifikant und die Ergebnisse in mehreren Gruppen reproduzierbar waren. Zudem
lassen die weiteren Untersuchungen im groflen Kollektiv mit den oben dargelegten
Tendenzen eine Konsistenz erkennen, die die statistisch signifikanten Aussagen vor

einen glaubhaften Hintergrund setzen.

4.1.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass das Tyr-Allel das Auftreten von Reinfark-
ten bei jiingeren Frauen fordern konnte. Es ldsst sich aufgrund der weiteren Tendenzen
vermuten, dass das Tyr-Allel neben anderen Rsisikofaktoren eine zusitzliche Rolle in
der Pathogenese von KHK und MI spielt. Dieses scheint in besonderer Weise fiir die
Pathogense von MI bei Frauen zu gelten.

In der multivariaten Analyse konnte das Tyr-Allel als eigenstandiger Risikofaktor
fiir das Erleiden von zwei Myokardinfarkten bestdtigt werden; es war jedoch gene-
rell fiir KHK oder MI kein eigenstdndiger Risikofaktor. Es kann daher angenommen
werden, dass das Tyr-Allel unter dem Einfluss besonderer, bisher noch nicht ganzlich
geklarter Bedingungen neben den klassischen Risikofaktoren zu einer zusatzlichen
und fiir jlingere Frauen nicht unerheblichen Risikosteigerung fiihrt, dass es jedoch
ohne Vorhandensein dieser besonderen Bedingungen zu keiner weiteren Gefdhrdung
fiihrt.

4.2 Interaktion des Von-Willebrand-Faktors mit Thrombozyten
und mogliche Beeinflussung dieser durch Polymorphismen

In der primdren Hamostase im arteriellen System nimmt die mafigeblich tiber den
VWEF vermittelte Aggregation der Thrombozyten eine essentielle Stellung ein (Weiss
1975a, b). Wihrend sie einerseits die lebenswichtige Kontrolle des Blutverlustes nach
einer Gefafiverletzung gewihrleistet, ist sie andererseits auch fiir die lebensgeféhrliche
Thrombusbildung in der Pathogenese des Myokardinfarktes verantwortlich (Fuster
et al. 1992a, b). Angeborene und erworbene Storungen in der Funktion der Throm-

bozyten oder des Von-Willebrand-Faktors sowie Fehler in der Interaktion der beiden
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fiihren zwangsldufig zu Hamostasestorungen, die sich als Hyper- oder Hypokoagula-
bilitdt dufSern kdnnen und die nachhaltig das sensible System der Blutgerinnung nach
Verletzungen wie auch bei der Thrombusbildung bei Myokardinfarkt beeinflussen.

Die Interaktion von VWF und Thrombozyten {iber Glykoproteinrezeptoren ist nach-
weislich der entscheidende Schritt in der primdren Hamostase (Ruggeri 1997b). Ange-
borene Stérungen dieser Interaktion konnten sowohl auf Seiten der Glykoproteine als
auch auf Seiten des Von-Willebrand-Faktors nachgewiesen werden. In verschiedenen
Studien wurde ein Einfluss dieser Storungen auf die Blutgerinnung und das Risiko
fiir ischdmische Herzkrankheiten untersucht. Zusitzlich wurden in den letzten Jah-
ren diverse Polymorphismen in den fiir die Interaktion relevanten DNA-Regionen vor
allem auf Seiten der Glykoproteine identifiziert und auf ihren Einfluss auf koronare
Herzerkrankung und Myokardinfarkt gepriift.

Die Interaktion von Thrombozyten und VWF ist vor allem im Hochdrucksystem
fiir die Adhésion der Thrombozyten an der GefdfSwand essentiell. Durch die gegen-
tiber den Stromen in der Gefdfimitte niedrigere Fliefigeschwindigkeit des Blutes nahe
der Gefdffwand kommt es vor allem im arteriellen System zu grofien Scherkréften,
die die Anlagerung der Thrombozyten an die verletzen Zellwande behindern. Fiir
die Adhédsion der Thrombozyten unter diesem Scherstress ist der VWF unumgang-
lich, da er als immobiler Bestandteil der Zellwand den im Blutstrom vorbeiziehenden
Thrombozyten quasi als erster Anker dient (Ruggeri 1997a). Die Bindung wird dabei
tiber Glykoprotein-Rezeptoren auf der Thrombozytenmembran vermittelt, die mit be-
stimmten, der jeweiligen Struktur des Rezeptors komplementdren Regionen des Von-
Willebrand-Faktors interagieren. Eine erste, noch lockere Anheftung der vorbei flie-
Benden, zundchst inaktiven Thrombozyten an den wandstandigen VWF erfolgt tiber
die Interaktion von Glykoprotein Ib, des Glykoproteinkomplexes Ib-IX-V der Throm-
bozytenmembran mit der Al-Doméne des Von-Willebrand-Faktors (Ruggeri 1997a).
Nur iiber diese Bindung kénnen mit Geschwindigkeitsreduktion und erster Adhésion
der schnell vorbeifliefenden Thrombozyten die Voraussetzungen zur Aktivierung der
Thrombozyten geschaffen werden. Die Aktivierung wiederum erlaubt die nachfolgen-
de Bindung der C1-Doméne an das Gp IIb/Illa der Thrombozytenmembran und leitet
damit die endgiiltige Aggregation und Thrombusbildung ein (siehe Abschnitt 1.2.2
auf Seite 4).

In arteriellen Gefdfsen mit arteriosklerosebedingter Plaquebildung ist der
Scherstress, dem die Thrombozyten beim Vorbeistromen am Plaque ausgesetzt sind,
noch grofler als an der Wand gesunder Arterien (Ruggeri 1997a). Verschiedene Stu-
dien belegen, dass gerade unter diesen Bedingungen eine Thrombusadhdsion und

86



4 Diskussion

-aggregation nur durch die Anwesenheit von VWF vermittelt werden kann (Peterson
et al. 1987, Weiss et al. 1989; Goto et al. 1998). Goto et al. (1999) konnten bei Throm-
bozyten im Plasma von Patienten mit akutem Myokardinfarkt, bei denen gewdhnlich
eine erhohte Konzentration an VWF nachweisbar ist, eine gesteigerte Thromboyzten-
aggregation unter hohem Scherstress nachweisen und unterstreichen damit die Bedeu-
tung, die die VWF-abhédngige Thrombozytenaggregation bei der Manifestation einer
akuten koronaren Thrombose hat.

Der VWF und seine Interaktion mit den Thrombozytenglykoproteinen ist somit fiir
die Adhédsion und Aggregation der Thrombozyten wahrend der Blutstillung nach ei-
ner Verletzung, vor allem unter Anwesenheit hoher Scherkréfte, unerldsslich. So po-
sitiv das Einwirken des Von-Willebrand-Faktors unter diesen Umstdnden ist, so fatal
ist sein Wirken, wenn er auf dem Boden eines rupturierten Plaques in einem Koronar-
gefdfs mit der Adhdsion und Aggregation der Thrombozyten die Thrombusbildung
einleitet und auf diese Weise den Beginn eines lebensgefdhrlichen Myokardinfarktes

markiert.

4.2.1 Glykoproteinkomplex Ib-1X-V und VWF

Der Glykoproteinkomplex Ib-IX-V vereinigt die Glykoproteine Ib,, Ibg, IX und V. Das
Glykoprotein Ib, ist dabei der mit dem VWEF interagierende Teil. Die komplementare
Region auf dem VWEF ist die Al-Domédne. Im Rahmen der Adhédsion kommt es zu-
ndchst zu diversen Bindungen zwischen dem Ib, und den aktivierten Al-Doméanen
des multimeren Von-Willebrand-Faktors. Die Bindungen dieser primédren Adhésion
sind jedoch noch durch Dissoziation und Bewegungen entlang der Gefdfswand ge-
kennzeichnet und kénnen daher noch keine irreversible Anhaftung der Thrombozyten
an die Zellwand vermitteln (Ruggeri 1997a). Die Interaktion der Al-Doméne mit dem
Glykoproteine Ib, ist die einzige Moglichkeit, die gerade im arteriellen System un-
ter hohem Scherstress vorbeifliefenden Thrombozyten einzufangen, zu verlangsamen
und erstmalig anzuheften. Storungen dieser Interaktion kdnnen auf Seiten des Glyko-
proteinkomplexes oder auf Seiten des Von-Willebrand-Faktors liegen und haben weit
reichende Konsequenzen fiir die Himostase der betroffenen Patienten.

Storungen des Glykoproteinkomplexes sind ursédchlich fiir die Riesenpldttchen-
thrombozythopathien Bernard-Soulier-Syndrom und May-Hegglin-Syndrom. Bei bei-
den ist der Glykoproteinkomplexes Ib-IX-V vermindert oder gar nicht nachweisbar.
Betroffene sind somit nicht oder nur geringfiigig in der Lage, den VWF fiiber die-
sen Rezeptor zu binden. Beim autosomal-rezessiv vererbten Bernard-Soulier-Syndrom

findet sich eine verldngerte Blutungszeit und eine unterschiedlich stark ausgeprigte
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Blutungsneigung, die von leichten Schleimhautblutungen bis zu nicht seltenen schwe-
ren Blutungen als Reaktion auf Tonsillektomie, Appendektomie sowie andere chir-
urgische Eingriffe oder Unfélle reicht (Bennett 1991, Lopez et al. 1998). Auch beim
May-Hegglin-Syndrom zeigt sich eine verldngerte Blutungszeit, die jedoch meist ohne
Krankheitswert bleibt (Pschyrembel 1996).

Ebenfalls auf Seiten der Thrombozyten ist der Defekt beim autosomal-dominant ver-
erbten Platelet-type-Von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom (Pseudo-Von-Willebrand-Jiir-
gens-Syndrom) zu finden. Klinisch fallen eine Thrombozytopenie und ein geringer An-
teil von grofien VWEF-Multimeren auf. Ursache ist eine Zunahme der Affinitdt des Gly-
koprotein Ib-Rezeptors fiir den VWF, in deren Folge es zu einem Entzug des Von-Wil-
lebrand-Faktors aus dem Plasma mit nachfolgender hamorrhagischer Diathese kommt
(Weiss et al. 1982).

Storungen der Interaktion zwischen VWF und dem Glykoproteinkomplex Ib-IX-V,
die durch Verdnderungen im VWF bedingt sind, finden sich im Rahmen des Typ 2 des
Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms. Die ursdchlichen Mutationen in der Al-Doméne
kénnen dabei sowohl eine Affinitdtssteigerung als auch einen Affinitdtsverlust des
Von-Willebrand-Faktors gegeniiber dem Gp Ib bewirken (Meyer et al. 2001).

Mutationen im VWF-Gen, die die Affinitit des Von-Willebrand-Faktors fiir Gp Ib
erhohen

Die molekularbiologische Grundlage fiir diesen Affinitdtsgewinn bilden {iber 20 Mu-
tationen in der Al-Doméne des Von-Willebrand-Faktors (Meyer et al. 2001). Funk-
tionelle Studien lassen vermuten, dass sie iiber eine Konformationsdnderungen des
Von-Willebrand-Faktors Einfluss auf die Bindungsféhigkeit des Von-Willebrand-Fak-
tors zum Glykoprotein Ib nehmen (Ribba et al. 1994; Matsushita und Sadler 1995;
Emsley et al. 1998, Miura et al. 2000). Bei den betroffenen Patienten ist eine erheb-
lich gesteigerte Pldttchenaggregation und Bindung von Plasma-VWEF an Thrombozy-
ten nachweisbar, die zwischen den VWE-Multimeren mit dem hochsten Molekular-
gewicht und Thrombozyten spontan im Plasma ablduft. Dies fiihrt bei den meisten
Patienten zu einem Entzug an funktionstiichtigen VWE, wobei vor allem Multimere
mit hohem Molekulargewicht gebunden und so aus dem Verkehr geschleust werden.
Gerade die hochmolekularen Multimere sind jedoch in der Adhdsionsvermittlung un-
ter hohem Scherstress am effektivesten (Moake et al. 1986). Dieser Umstand und die
zusétzlich durch die vermehrte Thrombozytenaggregation entstehende Thrombozy-
topenie fiihren zu einer stark verminderten Pldttchenadhédsion, so dass die Patienten
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trotz nachgewiesener erhohter Thrombozytenaggregation unter Blutungssymptomen
leiden (Ruggeri et al. 1982; Lankhof et al. 1997).

Mutationen im VWF-Gen, die die Affinitit des Von-Willebrand-Faktors fiir Gp Ib
vermindern

In der Al-Doméne des Von-Willebrand-Faktors sind neben den affinitidtssteigernden
Mutationen auch Mutationen bekannt, die zu einer Abnahme der Affinitit des Von-
Willebrand-Faktors fiir den Glykoprotein-Rezeptor Ib auf der Thrombozytenmem-
bran fiihren. Diese Mutationen finden sich bei Patienten mit Typ M und Typ 2A/2M
des Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms und fiihren, anders als die oben beschriebenen
Mutationen, nicht zu einem einheitlichen Verhalten im Bezug auf die Verteilung von
VWE-Multimeren. Es resultiert auch bei diesen Formen eine Blutungsneigung (Meyer
et al. 2001).

4.2.2 Glykoprotein Ilb/Illa und VWF

Der Glykoprotein-Rezeptor IIb/Illa ist aus den Integrinen ayyfB3 aufgebaut. Er kann
in Abhédngigkeit von seinem Funktionszustand Fibrinogen, den VWEF, Fibronectin, Vi-
tronectin und Thrombospondin binden (O*Toole et al. 1990; Perutelli und Mori 1992).
Vor der ersten Adhdsion der Thrombozyten tiber das Glykoproteine Ib, ist der Gp-
IIb/Ila-Rezeptor auf den Thrombozyten aufgrund seines Konformationszustandes
zwar in der Lage, immobilisiertes Fibrinogen zu binden und so die erste Adhédsion
zu unterstiitzen (Hantgan et al. 1990), eine Bindung an geldstes Fibrinogen oder VWF
ist jedoch nicht moglich (Ruggeri 1997a). Nach der primdren Adhédsion kommt es zur
Aktivierung der Thrombozyten und gleichzeitig zur Zustandsdnderung des Glyko-
proteins IIb/IIla, so dass nun eine Bindung sowohl an 16sliches Fibrinogen als auch
an den VWF moglich wird. Die komplementédre Bindungsregion auf dem VWF ist
die Asp-Gly-Arg-(RGD-)Sequenz im Exon 44 in der C1-Doméne des reifen Von-Wille-
brand-Faktors (Berliner et al. 1988; Beacham et al. 1992; Weiss et al. 1993). Uber diese
Bindung bildet der VWEF Briicken zwischen den Thrombozyten und vermittelt so ge-
meinsam mit Fibrinogen die irreversible Aggregation der Thrombozyten (Peterson
et al. 1987; Ruggeri 1997a). Die Aggregation ist, wie Untersuchungen bei Afibrino-
gendmiepatienten zeigen, auch unter alleiniger Vermittlung durch den VWF moglich,
erweist sich dann aber als nicht so stabil (Marco et al. 1986). Unter starkem Scherstress
nimmt die Bedeutung des Von-Willebrand-Faktors fiir die Adhdsion und Aggregati-
on weiter zu, und der VWF wird zu einem essentiellen Vermittler (Weiss et al. 1989;
Ruggeri 1997a; Goto et al. 1998).
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Die Schliisselstellung, die die Interaktion von VWF und Gp IIb/Illa einnimmt,
ist unumstritten (Lefkovits et al. 1995). Medikamentds herbeigefiihrte Hemmungen
des Rezeptors haben daher groflen Einfluss auf die Koagulabilitit des Blutes, wie
die erfolgreiche Behandlung mit Gp-IIb/Illa-Rezeptor-Antagonisten beweist. Zur Zeit
verwendete Gp IIb/IIla-Antagonisten sind entweder gentechnisch hergestelltes Fab-
Fragment eines monklonalen Antikdrpers (Abciximab) oder synthetisch hergestell-
te zyklische Peptide (Eptifibatid) bzw. Nichtpeptide (Tirofiban). Da die Gp IIb/IIla-
Antagonisten im Gegensatz zu anderen Thrombozytenaggregationshemmern unab-
hédngig vom Aktivierungsreiz wirken, stellen sie die potentesten Aggregationshemmer
da (Karow und Lang 2002). Verschiedene Studien wie die EPIC-Studie und RESTORE-
Studie konnten eine signifikante Risikoreduktion bei perkutanen Koronarinterventio-
nen nachweisen, bei denen die Gp IIb/Illa-Antagonisten zusitzlich zu Acetylsalicyl-
sdure und Heparin i.v. angewandt wurden (The EPIC Investigators 1997; The RE-
STORE Investigators 1997). Bei instabiler Angina pectoris und non-Q-Wave-Infarkt
konnten Studien wie die PRISM-PLUS-Study und die ESPRIT-Studie eine zusétzli-
che Reduktion von Mortalitdt und Auftreten von Myokardinfarkten bei Gabe von Gp
IIb/IMla-Antagonisten zusatzlich zur Standardtherapie mit Acetylsalicylsdure und He-
parin i. v. belegen (The PRISM-PLUS Study Investigators 1998; ESPRIT Investigators
2000).

Auch angeborene Storungen des Gp IIb/Illa haben groflen Einfluss auf die Throm-
bogenitdt des Blutes, wie man am Beispiel der Thrombasthenie Glanzmann-Naegeli
nachvollziehen kann, bei der der Gp IIb/Illa-Gehalt der Thrombozytenmembran ver-
mindert ist oder das Gp IIb/Illa gédnzlich fehlt. Die Patienten leiden bei nachweislich
verldngerter Blutungszeit und verminderter Thrombozytenaggregation unter rezidi-
vierenden Schleimhautblutungen, selten jedoch unter schwerwiegenderen Blutverlus-
ten (Bennett 1991; Beardsley 1993). Als Ursache fiir die Storung konnten bisher eine
Reihe von Mutationen sowohl auf dem Glykoprotein IIb als auch auf dem Glykopro-
tein IIla beschrieben werden (Nurden 1995).

Der Gp-Ilb/Illa-Rezeptor auf den Thrombozyten beherbergt zudem eine Vielzahl
von Polymorphismen, von denen in der Vergangenheit der P141/A2-Polymorphismus
mit Abstand am eingehendsten betrachtet wurde. Der Polymorphismus beinhaltet die
zwei Allele PI*! und P1*? und wird in der neueren Nomenklatur dem human-plate-
let-antigen-System als HPA-1 zugeordnet. Mit dem HPA-1 stehen Erkrankungen wie
die nach Thrombozytentransfusion auftretende Purpura, die neonatale Thrombozyto-
penie und die Zerstérung transfundierter Thrombozyten in Zusammenhang (Kunicki

und Newmann 1986). Der Polymophismus betrifft das Exon zwei des fiir den Gly-
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koproteinrezeptor Illa codierenden Gens auf Chromosom 17. An Position 1565 findet
sich hier bei Tragern des P1A1-Allels die Nukleinsiure Thymidin, an Position 33 des
Glykoprotein Illa-Molekiils liegt dann die Aminosédure Leucin. Bei Trigern des P142-
Allels dagegen befindet sich an Position 1565 die Nukleinsdure Cytosin. Dies hat einen
Aminosdureaustausch an Position 33 des Glykoproteins zur Folge, so dass hier nun
Prolin nachweisbar ist (Newmann et al. 1989).

Beginnend mit Weiss et al. (1996) sind in den letzten Jahren eine ganze Reihe von

142-Allels mit dem Auftreten von koro-

Studien entstanden, die eine Assoziation des P
narer Herzkrankheit und Myokardinfarkt untersuchen. Weiss et al. (1996) fanden eine
statistisch signifikante Haufung von Trdgern des P1*2-Allels unter 71 Patienten mit
Myokardinfarkt oder instabiler Angina pectoris gegeniiber 68 gesunden Kontrollpa-
tienten. Als besonders auffillig erwies sich der Unterschied in der Gruppe der unter
60-Jahrigen mit koronarer Herzkrankheit oder Myokardinfarkt, die allerdings mit nur
21 Patienten reprdsentiert war. In den darauffolgenden Jahren versuchten mehrere Ar-
beitsgruppen in verschiedenen Studiendesigns die Ergebnisse von Weiss et al. (1996)
zu verifizieren. Die Ergebnisse blieben dabei uneinheitlich und aufgrund der unter-
schiedlichen Studiendesigns auch schwierig zu vergleichen (siehe Abschnitt 4.3 auf
Seite 94).

Funktionsstorungen auf Seiten des Von-Willebrand-Faktors, die die Interaktion des
Von-Willebrand-Faktors mit dem Gp IIb/Illa beeinflussen, konnten bisher noch nicht
beschrieben werden (Meyer et al. 2001).

4.2.3 Funktionelle Bedeutung von Gp llb/Illa-Polymorphismen

Die funktionelle Grundlage einer moglichen Beeinflussung der Pathogense von KHK
und MI durch den PIAY/A2-Polymorphismus im Gp-IIb/Illa-Rezeptor der Thrombo-
zyten ist noch nicht eindeutig gekldrt und wird kontrovers diskutiert. Die Framing-
ham-Offspring-Studie konnte fiir das PI*2-Allel eine Steigerung der Thropmbozyten-
aggregabilitdt nachweisen, als deren Grundlage man eine durch die verdnderte Pri-
marstruktur hervorgerufene Konformationsdnderungen des Rezeptors vermutet (Feng
et al. 1999). Auch Michelson et al. (2000) konnten fiir P142-positive Thrombozyten eine
gesteigerte Aggregation feststellen und fanden gleichzeitig eine erhdhte Sensitivitat
der fiir das P142-Allel heterozygoten Plattchen gegeniiber der Aggregationshemmung
durch Aspirin und den Gp-IlIb/Illa-Rezeptorantagonisten Abciximab. Vijayan et al.
(2000) schliefllich belegten eine Verdnderung einer Reihe der Integrin-vermittelten
Funktionen wie Adhasion und Gerinnselretraktion durch das P1#?-Allel. Auch wenn

eine Steigerung der Thrombozytenaggregabilitit durch das P142-Allel heute als wahr-
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scheinlich angenommen wird, ist diese Annahme nicht unumstritten, und es gibt ne-
ben Studien, die eine Verdnderung der B3-Integrin-Interaktion mit den Liganden durch
das PI1*2-Allel widerlegen (Bennett et al. 2001), sogar Studien, die eine Hypoaggregabi-
litat der Thrombozyten von PIAZ—positiven Individuen nachweisen (Lasne et al. 1997).

Uneinheitlich sind auch die Ergebnisse der Studien, die den Einfluss des P142-Alllels
auf die Fibringogenbindung erforschen: Goodall et al. (1999) konnten eine gesteigerte
Fibrinogenbindung der P142-positiven Thrombozyten nachweisen, Meiklejohn et al.
(1999) jedoch fanden keinen signifikanten Unterschied in der Fibrinogenbindung der
beiden Allele des Polymorphismus.

Es ist zu vermuten, dass bisher unbekannte Einfliisse - z. B. der verwendeten Sti-
mulatoren und Hemmer der Thrombozyten wie ADP und Aspirin - die Unterschie-
de in den nicht einheitlichen Versuchsanordnungen der einzelnen Studien zumindest
teilweise verursachen. Zudem ist vorstellbar, dass weitere hamostatische Faktoren den
Gp-IIb/Illa-Rezeptor beeinflussen oder der P141/A2-Polymorphismus mit anderen mo-
lekularen Varianten des Gens verbunden ist, die ihrerseits in den Prozess einwirken
und so die Kldrung der funktionellen Grundlage einer mdoglichen Assoziation des
P1A1/A2_Polymorphismus auf die die Entstehung von KHK und MI zum heutigen Zeit-
punkt noch verschleiern.

4.2.4 Funktionelle Bedeutung des F/Y 2561-Polymorphismus

Die funktionelle Bedeutung des F/Y 2561-Polymorphismus ist bisher unerforscht. Es
lassen sich daher hier nur Vermutungen anstellen, die sich aufgrund der Lage des
Polymorphismus in dem Von-Willebrand-Faktor-Gen ergeben.

Der F/Y 2561-Polymorphismus beschreibt einen Nukleinsdureaustausch im Exon 45
des Von-Willebrand-Faktor-Gens. An Stelle 7932 liegt im Mutantenallel statt Thymin
die Nukleinsdure Adenin vor. Konsekutiv ergibt sich daraus der Tausch der Amino-
saure PhenylAdenin zu Tyrosin an Stelle 2561 in der C1-Domaéne des fertigen Proteins.
Im Exon 44 in der C1-Doméne liegt in rdumlicher Ndhe zu dem Polymorphismus an
Stelle 2507-2509 (alte Nomenklatur: 1744-1747 des reifen Von-Willebrand-Faktors) mit
der RGD-Sequenz die Bindungsstelle des Von-Willebrand-Faktors fiir den Glykopro-
teinrezeptor IIb/Illa (Berliner et al. 1988; Beacham et al. 1992; Weiss et al. 1993).
Durch Bindung an den Gp-IlIb/Illa-Rezeptor ermdoglicht der VWF die Aggregation
der Thrombozyten auch unter dem Druck von hohen Scherkriften, die in arteriellen
und ateriosklerotischen Gefédfsen herrschen.

Den Stellenwert von Punktmutationen im Bereich der RGD-Sequenz bewiesen Be-

acham et al. (1992), die in zwei rekombinanten Von-Willebrand-Faktor-Genen jeweils
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eine andere Punktmutationen in die RGD-Sequenz einfiihrten. Der Austausch von
Glycin zu Adenin an Position 2506 (bzw. 1745 nach der alten Nomenklatur) sowie
Aspartat zu Glutamat an Position 2509 (1746) fiihrte in beiden rekombinaten VWEF-
Proteinen zu einem vollstindigen Verlust der Bindungsfahigkeit zu dem Gp-IIb/IIla-
Rezeptor der Thrombozytenmembran und macht deutlich, dass bereits Mutationen
einzelner Nukleotide zum kompletten Verlust der Bindungsfahigkeit eines Liganden
fiihren kénnen.

Dabei miissen diese Mutationen nicht zwingend die eigentliche Bindungssequenz
des Liganden betreffen, sondern konnen aus weiterer Entfernung durch Konformati-
onsdnderungen in dem Protein auf die eigentliche Bindnungsregion Einfluss nehmen.
Beispiele hierfiir finden sich bei dem Typ 2 des Von-Willebrand-Jiirgens-Syndroms, in
dessen Rahmen eine Reihe von Mutationen im Von-Willebrand-Faktor-Gen bekannt
sind, die die Affinitit zum Gplb-Rezeptor erhéhen.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass der Grund fiir diese Affinitdtssteigerung in
Anderungen des Konformation des Von-Willebrand-Faktors zu suchen ist, obwohl die
Mutationen nicht immer in der primédren Bindungsregion des Von-Willebrand-Faktors
tiir den Gp-Ib-Rezeptor liegen (Ribba et al. 1994; Matsushita und Sadler 1995; Miura
et al. 2000). Emsley et al. (1998) untersuchten die Art der Einflussnahme dieser Muta-
tionen auf die Affinitdt des Von-Willebrand-Faktors zum Gplb-Rezeptor mit Hilfe von
3D-Modellen und fanden heraus, dass diese Mutationen vermutlich durch Durchbre-
chen von Bindungen der Tertidrstruktur und durch hydrophobische Interaktionen den
Konformationszustand des Von-Willebrand-Faktors verdndern und dadurch in die Re-
gulation der Bindungsaffinitit involviert sein konnen. Es ist mdglich, dass durch solch
eine Anderung der Konformation die Bindungsregion fiir den Gplb-Rezeptor in der
Al-Doméne des Von-Willebrand-Faktors exponierter dargestellt wird und dadurch die
beschriebene erhohte Affinitdt des Von-Willebrand-Faktors gegeniiber dem Thrombo-
zytenrezeptor entsteht. Auch Esch et al. (2005) wiesen jiingst nach, dass die die Al-
Doméne flankierenden Regionen vermutlich einen Einfluss auf die Affinitit des Von-
Willebrand-Faktors auf den Glykoprotein-Ib-Rezeptor haben. In der Studie von Esch
et al. (2005) zeigte sich, dass spezielle Glykosilierungen der seitlich an die VWF-A1-
Schleife grenzenden Region einen negativ regulierenden Einfluss auf die Affinitdt der
Al-Doméne von nicht aktiviertem VWF fiir den Gp-Ib-Rezeptor haben.

Auch im Falle des F/Y 2561-Polymorphismus ist eine durch Konformationsan-
derungen induzierte Affinitirssteigerung des Von-Willebrand-Faktors fiir den Gp-
IIb/Ila-Rezeptor denkbar. Durch die relative rdumliche Ndhe der Mutation des
F/Y 2561-Polymorphismus zur RGD-Sequenz des Von-Willebrand-Faktors ist iiber ei-
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ne Verdnderung der Konformation eine Beeinflussung der Rezeptor-Liganden-Inter-
aktion und damit der Thrombozytenaggregation gut vorstellbar. Diese Affinitédtsstei-
gerung konnte, vergleichbar mit dem vermuteten Reaktionsweg des P141/A2-Polymor-
phismus (siehe Abschnitt 4.2.3 auf Seite 91) und den oben dargelegten Mechanismen,
eine verstarkte Thrombozytenaggregation zur Folge haben und wiirde bei dem Tyr-
Allel-Tragern zu einer erhéhten Thrombogenitit fithren, was zu einer besonderen Ge-
fahrdung fiir Reinfarkte fithren konnte.

Neben der Moglichkeit einer Beeinflussung der Interaktion von VWF und
Gp-IIb/Illa-Rezeptor iiber die RGD-Sequenz sind Auswirkungen des F/Y2561-
Polymorphismus auf die Hamostase auch auf anderen Wegen denkbar: So konnten
z.B. Dejana et al. (1989) neben der Bindung der RGD-Sequenz an den Gp-IIb/Illa-Re-
zeptor auch eine Interaktion der RGD-Sequenz mit dem B3-Integrin von Endothelzel-
len nachweisen. Auch iiber diese Bindung scheint eine Adasion vermittelt zu werden,
deren biologische Relevanz aber noch unklar ist (Ruggeri 1999). Keuren et al. (2004)
wiesen zudem fiir die C1- und C2-Doménen von der RGD-Sequenz unabhingige Bin-
dungsregionen fiir Fibrin nach.

Letztendlich ist die molekularbiologische Grundlage des Tyr-Allels jedoch noch vél-
lig ungeklart und kann bis zum Vorliegen funktioneller Studien nur hypothetisch dis-
kutiert werden.

4.3 Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit der
Literatur

Der F/Y 2561-Polymorphismus wurde bisher erst innerhalb von zwei Studien be-
schrieben. Eikenboom et al. (1998) identifizierten den Polymorphismus bei der Suche
nach ursédchlichen Mutationen fiir das Von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom vom Typ 1
und 3 bei acht italienischen Familien. Der Test von 102 Personen italienischer Abstam-
mung ergab bei Eikenboom et al. (1998) eine Allelfrequenz von 95% fiir das Phe-Allel
und 5% fiir das Tyr-Allel, der Test von 200 Personen niederlandischer Abstammung ei-
ne Allelfrequenz von 94% fiir das Phe-Allel und 6% fiir das Tyr-Allel. Die Allelfrequen-
zen der in der vorliegenden Studie getesteten 2070 Personen deutscher Abstammung
zeigen eine etwas stdrkere Verbreitung des Tyr-Allels: Fiir den heterozygoten Genotyp
ergab sich eine Frequenz von 9,8%, fiir den homozygoten eine Frequenz von 0,3% und
fiir den Wildtyp eine Frequenz von 90%. Aufgrund der gréfieren Zahl an untersuch-
ten Personen ist es wahrscheinlich, dass diese Allelfrequenzen der Verteilung in der

Bevolkerung eher entspricht als die bei Eikenboom et al. (1998) nachgewiesenen; aller-
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dings ist die unterschiedliche Abstammung der in den beiden Studien untersuchten
Kollektive zu bedenken.

Schlingmann (2000) stellte erstmals den F/Y 2561-Polymorphismus in einen Zusam-
menhang mit ischdmischen Herzkrankheiten und untersuchte 99 mannliche Patienten
deutscher Abstammung mit mindestens acht Wochen altem Myokardinfarkt, die zu ei-
ner Kontrollangiographie, teils mit interventioneller Therapie, vorstellig wurden. Als
Vergleichkollektiv dienten 35 Patienten ohne vorausgegangene Myokardinfarkt und
mit koronarangiographischen Ausschluss von arteriosklerotischen Veranderungen der
Koronarien. In der Gruppe der Herzinfarktpatienten fanden sich 9 % (9/99) heterozy-
gote Trager des Tyr-Allels, in der Kontrollgruppe waren es 2,8 % (1/35). Es ergab sich
somit eine Allelfrequenz von 0,045 in der Patientengruppe und 0,014 in der Vergleichs-
gruppe fiir das heterozygot vorliegende Tyr-Allel und von 0,955 in der Patientengrup-
pe und 0,986 in der Vergleichsgruppe fiir das Phe-Allel. Personen mit homozygoten
Genotyp fiir das Tyr-Allel konnte Schlingmann in keiner der untersuchten Gruppen
finden.

Das Tyr-Allel fand sich somit bei Schlingmann in der Patientengruppe dreimal hdu-
figer als in der Vergleichsgruppe, was eine eindeutige Tendenz zu einer Assoziation
zwischen Tyr-Allel und MI anzuzeigen schien. Bei einer Odds Ratio von 3,38 mit ei-
nem 95 %-Konfidenzintervall von 0,42-27,17 und einem P-Wert von 0,29829 war das
Ergebnis in der univariaten Analyse jedoch statistisch nicht signifikant. Es ergab sich
somit die Frage, ob die fehlende statistische Signifikanz in Schlingmanns Untersu-
chung aus dem Studiendesign hervorging oder den fehlenden Zusammenhang zwi-
schen Tyr-Allel und MI dokumentierte. Das von Schlingmann untersuchte Kollektiv
schien angesichts der Allelfrequenzen zu klein, um zuféllige von systematischen Ab-
weichungen zu unterscheiden. So fanden sich in der 99 Personen umfassenden Patien-
tengruppe neun heterozygote Tyr-Allel-Trager, in der 36 Personen starken Vergleichs-
gruppe konnte nur ein Tyr-Allel-Trdger nachgewiesen werden. Zudem gab es bei die-
sem Design der Studie keine Mdglichkeit, geschlechtergetrennte und altersspezifische
Betrachtungen durchzufiihren oder in einer multivariaten Analyse den Einfluss des
Tyr-Allels unabhédngig vom Einfluss anderer Risikofaktoren zu betrachten.

In der vorliegenden Studie mit einem Kollektiv von 2070 angiographisch unter-
suchten Personen, darunter 416 gesunde Kontrollpersonen und 1654 Patienten mit
KHK und/oder MI, war es nun moglich, speziell nach einer Assoziation des Tyr-Al-
lels zu Myokardinfarkten in jungen Jahren zu suchen und die Geschlechter dabei ge-
trennt voneinander zu betrachten. Gerade Myokardinfarkte in jiingeren Lebensaltern

zeichnen sich durch eine familidre Belastung der Betroffenen aus (Rissanen 1979) und
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konnten auf vererbbare Mechanismen wie Polymorphismen des Gerinnungssystems
zuriickzufiihren sein.

Bei Schlingmann war in dem méannlichen Kollektiv eine Tendenz festzustellen, die
sich auch in dem hier untersuchten Kollektiv abzeichnete: Generell konnte beobach-
tet werden, dass in den Patientengruppen prozentual mehr Tyr-Allel-Trager zu finden
waren als in der Kontrollgruppe. Aber erst die Betrachtung der unterschiedlichen Al-
tersgruppen forderte in dieser Studie eine weitere Tendenz zu Tage: die hohere Prava-
lenz des Tyr-Allels in den jlingeren Altersgruppen mit Myokardinfarkt. Dieser Trend
wiederum erwies sich durchgangig als in der weiblichen Subgruppe stdrker ausge-
prégt. Schliefilich bot sich durch die Erhebung der genauen Daten der Studienteilneh-
mer auch die Moglichkeit, Patienten mit mehreren Infarkten gesondert zu betrachten
und das Tyr-Allel in einer multivariaten Analyse neben den klassichen Risikofaktoren
einzuordnen. Mit der Feststellung der Assoziation des Tyr-Allels mit Reinfarkten bei
jiingeren Frauen und der Darstellung des Tyr-Allels als eigenstdndiger Risikofaktor
fiir Reinfarkte in der multivariaten Analyse erbrachte diese Studie Erkenntnisse, die
in Schlingmanns Studiendesign nicht ermittelbar waren.

Abschliefiend kann festgestellt werden, dass die vorliegende Studie die von Schling-
mann geduflerte Vermutung einer Assoziation zwischen Tyr-Allel und Myokardinfarkt
durch eine umfassende Untersuchung in einem grofsen Kollektiv iiberpriifen konnte.
Die Tendenz, die bei Schlingmann zu erkennen war, konnte in dieser Studie bestatigt
werden.

Durch das grofiere Kollektiv und die Betrachtung einzelner Subgruppen war es zu-
sdtzlich moglich, nach einer Gefdhrdung einzelner Risikogruppen durch das Tyr-Allel
zu forschen. So konnte die Gefdhrung von Tyr-Allel-positiven Frauen unter 55 Jahren
tiir Reinfarkte nachgewiesen und die Bedeutung des Tyr-Allels fiir die Pathogense von
Reinfarkten neben den klassischen Risikofaktoren dargestellt werden. Eine generelle
Assoziation zwischen Tyr-Allel und KHK oder MI blieb jedoch auch hier, wie schon
bei Schlingmann, nur eine Tendenz und konnte nicht statistisch signifikant belegt wer-
den.

Weitere Studien, die den F/Y 2561-Polymorphismus untersucht haben und mit de-
nen das Ergebnis der vorliegenden Studie in Zusammenhang gebracht werden kénn-
te, gibt es bisher nicht. Wie bereits in Abschnitt 4.2.3 auf Seite 91 erldutert, existieren
jedoch eine Reihe von Studien, die sich mit dem P141/42-Polymorphismus im Gly-
koprotein IIla beschiftigen. Unter der Annahme, dass das Tyr-Allel des F/Y 2561-
Polymorphismus seinen Einfluss auf die Pathogenese von Reinfarkten bei jiingeren
Frauen iiber Modifikation der VWF/Gp-IIb/Illa-Interaktion ausiibt, stellen diese Stu-
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dien das Gegenstiick zum F/Y 2561-Polymorphismus dar, weil sie die Interaktion zwi-
schen VWF und Gp IIb/Illa nicht wie die vorliegende Studie von Seiten des Von-
Willebrand-Faktors, sondern von Seiten des Gp-Ilb/Illa-Rezeptors der Thrombozyten
beleuchten.

Nachdem Weiss et al. (1996) eine statistisch signifikante Haufung von Tragern des
P1A2-Allels unter 71 Patienten mit Myokardinfarkt oder instabiler Angina pectoris ge-
geniiber 68 gesunden Kontrollpatienten gefunden hatten, folgten in den nachsten Jah-
ren eine ganze Reihe von Studien, die in verschiedenen Populationen und mit ver-
schiedenen Studiendesigns die Ergebnisse von Weiss zu verifizieren versuchten. Ar-
beiten, die eine Assoziation zwischen dem P142-Allel und der Entwicklung ischdmi-
scher Herzkrankheiten fanden, sind Carter et al. (1996, 1997); Walter et al. (1997a);
Zotz et al. (1998); Garcia-Ribes et al. (1998); Anderson et al. (1999); Ardissino et al.
(1999); Tereshchenko et al. (1999); Melus et al. (1999); Bray (2000); Mikkelsson et al.
(2000); Bojesen et al. (2003); Abu-Amero et al. (2004); Lopes et al. (2004).

Demgegentiiber stehen eine Reihe von Studien, die keine statistische Signifikanz im
Zusammenhang zwischen dem Auftreten des P1#2Allels und Myokardinfarkt oder ko-
ronarer Herzkrankheit nachweisen konnten: Osborn et al. (1996); Marian und Bruga-
da (1996); Herrmann et al. (1997); Ridker et al. (1997); Samani und Lodwick (1997);
Scaglione et al. (1998); Mamotte et al. (1998); Durante-Mangoni et al. (1998); Garde-
mann et al. (1998); Kekomaki et al. (1999); Bottiger et al. (2000); Benze et al. (2002);
Lagercrantz et al. (2003); Park et al. (2004).

Andere Studien wiederum erkennen eine Assoziation des P142-Allels mit MI, nicht
aber mit KHK (Grove et al. 2004) oder aber mit KHK und nicht mit MI (Gardemann
et al. 1998) oder sie schrianken eine Assoziation fiir MI auf Raucher mit KHK ein
(Lopes et al. 2004). Gruchala et al. (2003) wiederum konnten feststellen, dass das P1AL-
Allel in der von ihnen untersuchten polnischen Population mit tiberméfsig schwerer
KHK assoziiert ist.

Castelnuove et al. (2001) untersuchten in einer Metaanalyse 34 Studien, die eine
Assoziation des P142-Allels mit KHK getestet hatten, und sechs Studien, die eine As-
soziation zu wiederaufgetretenen Stenosen nach Revaskularisierungstherapie unter-
sucht hatten. Castelnuove et al. (2001) errechneten dabei fiir PIAZ—Tr'eiger ein relatives
Risiko von 1,10 (95 %KI: 1,03-1,18) in der Assoziation mit KHK, fiir Patienten unter
60 Jahren von 1,21 (95 %KI: 1,05-1,38). In Bezug auf die Revaskularisierungstherapie
ergab sich ein relatives Risiko von 1,31 (95 %KI: 1,10-1,56) fiir das Wiederauftreten von
Stenosen bei PI*2-Allel-Trigern. In der Metaanalyse ergab sich somit eine signifikan-

1A2

te, jedoch schwache Assoziation des P1"**-Allels mit dem Auftreten von ischdmischen
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Herzkrankheiten. Stirkere Assoziationen wurden in Subgruppen gefunden, wie z.B.
den unter 60-Jahrigen und in der Gruppe der Patienten, die nach Stentimplantation
einen Myokardinfarkt entwickelten.

Die genannten Studien sind jedoch durch eine Reihe von Unterschieden im Studi-
endesign nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar. Die Untersuchungen von Ara-
bern (Abu-Amero et al. 2004) oder Koreanern (Park et al. 2004) miissen sicherlich in
ihrer jeweiligen Population diskutiert werden. Aber auch unter den Studien, die kau-
kasische Populationen betrachteten, ergeben sich eine Reihe von Unterschieden wie
die Grofie des Studienkollektivs, ein retrospektiver oder prospektiver Aufbau, Ein-
und Ausschlusskriterien und die Kriterien, nach denen KHK und MI definiert wur-
den. Bei aller Inkonsistenz zieht sich die bereits bei Weiss et al. (1996) nachgewiesene
und auch in der Metaanalyse bei Castelnuove et al. (2001) bestitigte starkere Assozia-
tion zwischen dem P142-Allel und ischamischer Herzkrankheit im jungen Lebensalter
durch viele Studien (Carter et al. 1996, Gardemann et al. 1998; Zotz et al. 1998; Ar-
dissino et al. 1999; Bojesen et al. 2003). Ebenso konnte eine Assoziation zwischen dem
P1A2-Allel und wiederauftretenden Stenosen nach Revaskularisierungstherapie (Stent,
perkutane transluminale Koronarangioplastie [PTCA] und Bypass), die ebenfalls bei
Castelnuove et al. (2001) bestédtigt wurde, in einigen Studien nachgewiesen werden
(Walter et al. 1997b; Kastrati et al. 2000; Zotz et al. 2000).

Es ist auffdllig, dass sich diese beiden Beobachtungen in dhnlicher Weise auch in
dieser Studie machen lieflen. Zwar wurde hier nicht nach wiederauftretenden Ste-
nosen nach Revaskualarisierungstherapie gesucht, doch kann das Vorkommen von
Reinfarkten als dhnlicher Parameter des gleichen Pathomechanismus angesehen wer-
den. Da die molekularbiologische Grundlage sowohl des P141/A2-Polymorphismus als
auch des F/Y 2561-Polymorphismus zur Zeit noch ungeklart ist (siehe Abschnitt 4.2.3
und Abschnitt 4.2.4), 1dsst sich an dieser Stelle nicht klaren, ob diese Uberschneidung
in den Beobachtungen der Studien ein Hinweis auf eine dhnliche pathophysiologische
Grundlage ist. In jedem Falle stiitzt die Beobachtung der Gefédhrdung insbesondere
junger Leute durch die beiden Polymorphismen die Theorie, dass Polymorphismen
gerade fiir die durch familidre Belastung gekennzeichneten ischamischen Herzkrank-
heiten in jungen Jahren verantwortlich sein kénnten (Williams und Bray 2001).

Lane und Grant (2000) bewerteten in einem Ubersichtsartikel die Inkonsistenz in
den Ergebnissen der Studien zu Polymorphismen in den Genen der Hamostase als
Hinweis dafiir, dass hdmostatische Faktoren und ihre Polymorphismen zum Risiko
der Entstehung von ischdmischen Herzkrankheiten zwar vermutlich beitragen, sie je-

doch nur einen kleinen Teil von vielen anderen metabolischen Faktoren bilden, die

98



4 Diskussion

in die Pathogenese von KHK und MI einfliefen. Lane und Grant (2000) bemé&ngel-
ten zudem die Vielzahl klinischer Endpunkte (MI, instabile Angina, KHK, Progression
dieser) und bemerkten, dass diese z.T. erst nach der Datenakquirierung auf der Su-
che nach statistischer Siginifikanz definiert wurden. Da es nicht sehr wahrscheinlich
ist, dass ein Polymorphismus allein KHK oder MI determiniert, forderten Lane und
Grant (2000) daher fiir die Zukunft grofie Studien mit klar definierten klinischen End-
punkten, die die erworbenen Risikofaktoren starker mit einbeziehen und in Relation
setzen. Gleiches postulierten Williams und Bray (2001), die zusédtzlich auch Studien,
die Frauen speziell betrachten und Interaktionen der verschiedenen Behandlungen
einbeziehen, vorschlagen.

Die hier vorliegende Studie kann eine Reihe dieser Kriterien erfiillen und sich somit
wohl als aussagekréftige Untersuchung zur Erforschung des Einflusses eines Polymor-
phismus auf die Pathogenese von KHK und MI qualifizieren. Durch die Forderung
einer Koronarangiographie fiir jeden Teilnehmer der Studie war zudem eine optimale
Beurteilung der Herzkranzgefdfie und Einstufung etwaiger arteriosklerotischer Ver-
anderungen gewdhrleistet. Auch die Kontrollgruppe rekrutierte sich aus einem fiir
eine Koronarangiographie vorgesehenen Personenkreis. Dadurch konnten zwar einer-
seits sichtbaren Wandverengungen oder -irregularitidten der Koronarien sicher ausge-
schlossen werden, andererseits fanden sich in diesem Personenkreis kardiovaskuldaren
Risikofaktoren oder gar Symptome iiberdurchschnittlich hédufig, so dass man davon
ausgehen muss, dass die Kontrollgruppe nicht einem natiirlichen Querschnitt der Be-
vOlkerung entspricht (Winkelmann et al. 2001). Unter dem Aspekt der sicher ausge-
schlossenen KHK sollte die Inanspruchnahme dieser Kontrollgruppe jedoch dennoch
zu rechtfertigen sein.

Das hier erlangte, nicht ganz eindeutige Ergebnis unterstiitzt die von Lane und
Grant (2000) und Williams und Bray (2001) dargelegte Theorie, die Polymorphismen
als einige von vielen, mdglicherweise noch unbekannten Faktoren in der Pathogenese
von KHK und MI beurteilt. Die vorliegende Studie konnte eine Gefdhrdung bestimm-
ter Gruppen durch das Tyr-Allel nachweisen; die kausale Kette wie auch der Zusam-
menhang zu der gefdhrdeten Gruppe sind mit dem heutigen Stand der Forschung
jedoch noch véllig unklar.

4.4 Schlussfolgerung aus der vorliegenden Studie

Die vorliegende Studie hat die Bedeutung des F/Y 2561-Polymorphismus im Von-Wil-
lebrand-Faktor-Gen im Hinblick auf eine Assoziation zu koronarer Herzerkrankung
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und Myokardinfarkt untersucht. Wie die Resultate vieler Studien zu anderen Poly-
morphismen in den Genen des Gerinnungssystems sind auch die Ergebnisse dieser
Studie nicht vollkommen eindeutig und werfen eine Reihe von Fragen auf. Es konn-
te eine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem Tyr-Allel und dem Auftreten
von zwei oder mehr Myokardinfarkten bei Frauen mit einem Alter von unter 55 Jahren
nachgewiesen werden. Zudem stellte sich das Tyr-Allel in der multivariaten Analyse
als unabhéngiger Risikofaktor fiir das Erleiden von zwei oder mehr Myokardinfarkten
dar. Eine generelle signifikante Assoziation zwischen dem Tyr-Allel und KHK oder MI
konnte dagegen nicht nachgewiesen werden.

Diese Diskrepanz weist auf das Vorhandensein weiterer Faktoren hin, die in der
Studie nicht erfasst wurden und die einen Einfluss auf die Pathogenese von KHK und
MI und das Gewicht, das der F/Y 2561-Polymorphismus fiir diese hat, ausiiben. Der-
artige Faktoren konnen auf Ebene der Gene in Form von regulatorischen Einheiten zu
finden sein oder auch im Blut als Hormone oder andere metabolische Faktoren, die
einen Einfluss auf die Gerinnung nehmen. Neben diesen und den klassischen Risiko-
faktoren scheint der hier beleuchtete Polymorphismus meist eine untergeordnete Rolle
zu spielen und nur im Rahmen besonderer Bedingungen, wie sie offenbar bei Frauen
unter 55 Jahren mit Myokardinfarkt vorherrschen, in den Vordergrund zu treten.

In der zukiinftigen Forschung sollte versucht werden, diese Bedingungen niher zu
bestimmen. Zum einen kénnten dabei moglichst grofizahlige und unter sehr genau de-
finierten Bedingungen stattfindende Studien Aufschluss geben, die speziell die offen-
sichtlich besonders gefdhrdete Personengruppe von jlingeren Frauen mit mindestens
einem Herzinfarkt untersuchen. Zum anderen ist es sicherlich von grofier Bedeutung,
die molekularbiologische Grundlage des F/Y 2561-Polymorphismus in funktionellen
Studien zu erfassen. Sollte sich in weiteren Studien das erhohte Risiko fiir junge Frau-
en bestdtigen, konnen diese Erkenntnisse schliefllich in die Behandlung dieser Perso-
nengruppe einfliefSen. Denkbar wire, dass dieser Personenkreis in besonderem Mafse
von der Gp IIb/IIla-Blockade durch mononukleale Antikorper (Abciximab u.a.) profi-

tieren wiirde.
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5 Zusammenfassung

Die Interaktion zwischen dem Gp-IIb/IIla-Rezeptor der Thrombozytenmembran und
seinem Liganden Von-Willebrand-Faktor (VWFEF) ist fiir die Thrombozytenaggregati-
on essentiell und begriindet somit die mogliche Einflussnahme durch Polymorphis-
men, die diese Interaktion betreffen auf die Pathogenese von koronarer Herzkrankheit
(KHK) und Myokardinfarkt (MI).

Nach einer Vielzahl von Studien, die den Einfluss des P141/A2-Polymorphismus des
Gp-1Ib/Illa-Rezeptors auf KHK und MI erforschten, untersuchte diese Studie mit dem
Polymorphismus Phe/Tyr 2561 (F/Y 2561-Polymorphismus) in dem Von-Willebrand-
Faktor-Gen eine Mutation, die sich in der Ndhe der RGD-Domine und damit der
Bindungsstelle des Von-Willebrand-Faktors fiir den Gp-IIb/Illa-Rezeptor befindet. In
einem Gesamtkollektiv von 2070 angiographierten Personen, das sich aus 789 MI-
Patienten, 865 KHK-Patienten und 416 Kontrollpatienten zusammensetzte, wurde das
Tyrosin-Allel (Tyr-Allel) des Polymorphismus Phe/Tyr 2561 in dem Von-Willebrand-
Faktor-Gen auf eine Assoziation zu KHK und MI getestet.

Es konnte eine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem Tyr-Allel und dem
Auftreten von zwei oder mehr Myokardinfarkten bei Frauen in einem Alter von un-
ter 55 Jahren nachgewiesen werden. Zudem stellte sich das Tyr-Allel in der multiva-
riaten Analyse als unabhédngiger Risikofaktor fiir das Erleiden von zwei oder mehr
Myokardinfarkten dar. Es fand sich in dem gesamten Kollektiv eine statistisch nicht
signifikante Haufung von Tyr-Allel-Tragern in den jiingeren Patientengruppen, die
besonders in den weiblichen Subgruppen ausgeprégt war. Eine generelle Assoziation
zwischen dem Tyr-Allel und KHK oder MI konnte trotz dieser Tendenzen statistisch
nicht nachgewiesen werden. Diese Diskrepanz weist auf das Vorhandensein weiterer
Faktoren hin, die in der Studie nicht erfasst wurden und die einen Einfluss auf die Pa-
thogenese von KHK und MI und das Gewicht, das der F/Y 2561-Polymorphismus fiir
diese hat, ausiiben. Neben den klassischen Risikofaktoren scheint das hier beleuchtete
Tyr-Allel des Polymorphismus Phe/Tyr 2561 meist eine untergeordnete Rolle zu spie-
len und nur im Rahmen besonderen Bedingungen, wie sie offenbar bei Frauen unter

55 Jahren mit Myokardinfarkt vorherrschen, in den Vordergrund zu treten.
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A Verwendete Materialien

A.1 Ansitze fiir Losungen

A.1.1 DNA-Isolierung

¢ QIAmp DNA Blood Mini Kit, Quiagen

A.1.2 Diinnschicht-Polyacrylamidgelelektrophorese
1. 6%iges Polyacrylamidgel

* 4 ml Acrylamid-Bisacrylamid-Losung 30% (Rotiphorese-Gel 30, Roth)

13,5 ml Aqua destillata

0,66 ml Tris-Sulfat-Puffer (1M) (Gibco), mit 121,1 g konzentrierter Schwefel-

sdure auf pH 9 einzustellen

1,4 ml Glycerin 100%

0,4 ml Ammoniumpersulfat 10% (Ammoniumpersulfat, Gibco)

2. Pufferlosung TRISBorat-Puffer (0,14 M; 16,96 g TRIS, mit Borat auf pH 9 einzu-
stellen)

3. Grofienmarker Base Pair Ladder (100bp DNA Ladder, invitrogen in einer Ver-
diinnung von 1:10)
A.1.3 Agarosegel-Elektrophorese
1. 1,2%iges Agarosegel

* 1,2 g Agarose (Gibco)
e 100ml TAE-Puffer
¢ 10 ul Ethidiumbromid (Sigma)

2. TAE-Puffer fiir Agarosegel
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11 Aqua destillata
40 mM Tris

12 mM Natriumacetat (Merck)
2 mM EDTA (Gibco)

¢ mit Essigsdure (Roth) auf pH 8,3 einzustellen

3. Groflenmarker Base Pair Ladder (100bp DNA Ladder, invitrogen)

A.1.4 DHPLC-Analyse
1. Puffer A

¢ 50 ml TEAA (2M solution in water, pH 7,65, Transgenomic Inc., San Jose,
USA)

* 950 ml Aqua destillata
® 250 ul Acetonitril

2. Puffer B

¢ 50 ml TEAA (2M solution in water, pH 7,65, Transgenomic Inc., San Jose,
USA)

¢ 750 ml Aqua destillata

e 250 ml Acetonitril

A.2 Produkte und Geriite, Hersteller!

A.2.1 PCR
¢ Gilson-pipetman-Pipetten, 2 ul, 10 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 pl
¢ Sarstedt-Pipettenspitzen
¢ 96-er-Mikrotiterplatten mit Abdeckhiitchen von peqlLab Biotechnologie GmbH

¢ Thermocycler, Biometra T-Gradient

1 Gerate, die bei mehreren Verfahren zur Anwendung kamen, sind nur unter dem Erstgenannten er-
wahnt.
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A.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

10 ml elektrische Pipette, pipetus-akku****, Hirschmann
Gerhardt-MAG-H-Shaker

PAGE-Folien von DESAGA, Heidelberg
MultiTempllI-Kiithlung, Pharmacia Biotech
MultiphorlI-Elektrophoresekammer, Pharmacia Biotech
Power-supply 3000/20, DESATRONIC

Schiittelbad Mini-Shaker, Adolf-Kiihner-AG, Basel, Schweiz

A.2.3 DHPLC

WAVE DNA Fragment Analysis System, Transgenomic Inc., San Jose, USA
DNA Sep Catridge, Transgenomic Inc., San Jose, USA
Software WAVEMaker 4.1, Transgenomic Inc., San Jose, USA

Software Hitachi Model D-7000, Chromatography Data Station Software, Version
3.0-21

Mutationsstandard-Losung fiir 56 °C und 64 °C Transgenomic Inc., San Jose,
USA

A.2.4 Restriktionsenzymverdau

Funktion-line-Brutschrank von Heraeus

A.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Power-supply Power Pack P25, Biometra
Appartus GNA-200-Elektrophoresekammer von Pharmacia Fine Chemicals

TR-302-Spectroline-Transilluminator, 302 nm Ultraviolet
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A.2.6 Sequenzieren
¢ (0,5 ml Tubes, Biozym
¢ Ultrafree-DA-Seperierungssdulen, Millipore
* Biofuge-fresco-Zentrifuge, Heraeus instruments
¢ Certomat-MV-Whirler von B.Braun Biotech international
* Zentrifuge-costar, Model 10
¢ TRIO-Thermoblock von Biometra

¢ ABI-310-Sequenzierer von Applied-Biosystems
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