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1 Einleitung

1.1  Koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt: klini sche Bedeutung

Derzeit stellen kardiovaskulare Erkrankungen die haufigste Todesursache in der
deutschen Bevolkerung dar (Statistisches Bundesamt Deutschland, Wiesbaden,
2007). Soweit prognostische Aussagen mdglich sind, werden die koronare
Herzerkrankung und der Herzinfarkt — eine der Komplikationen der koronaren
Herzerkrankung — auch in den nachsten 25 Jahren in den westlichen
Industrienationen die h&ufigste Todesursache bleiben (Murray et al., 1997). Ein
akuter Myokardinfarkt war im Jahr 2007 fur 17 % der Todesfélle in Deutschland
verantwortlich (Statistisches Bundesamt Deutschland, Wiesbaden, 2007). Die
Mortalitéat des akuten Myokardinfarktes betragt bis zu 50 %, und nur etwa die Hélfte
der Patienten bemerkt vor dem Infarktereignis Symptome einer koronaren
Herzerkrankung (Muller et al., 1990). Aufgrund der Haufigkeit und der hohen Letalitat
der koronaren Herzerkrankung ist die Verbesserung der Prim&rpravention von grof3er
Bedeutung. Um eine mdglichst effektive Primarpravention zu gewahrleisten, dabei
Individuen mit hohem Risiko zu identifizieren und diese mdglichst friihzeitig vor dem
Auftreten von Komplikationen behandeln zu kdnnen, ist eine exakte Kenntnis der

Pathophysiologie notig.

1.2  Pathogenese und Atiologie der Atherosklerose

Unter Atherosklerose versteht man einen morphologischen Symptomenkomplex von
Veranderungen der Gefaliintima, bestehend aus ortlichen Ansammlungen von
Fetten, komplexen Kohlenhydraten, Blutbestandteilen sowie fibrosem Gewebe und
Calcium, verbunden mit Verdnderungen der GefalBmedia, welches zu einer
Verdickung und Verhartung der Arterienwand fuhrt (Hornbostel et al., 1992; Stobbe
et al.,, 1996; Riede et al., 1993). Die Abbildung 1 zeigt ein atherosklerotisch
verandertes Gefal3.
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Abbildung 1: Atherosklerotisch verandertes Blutgefa 3
(www.Herz-info.de, Stand: 09.06.2010)

Die pathophysiolgischen Mechanismen, die zur Atherosklerose fihren, sind komplex
und werden in der Regel durch zahlreiche genetische Faktoren (polygenetisch) sowie
Umweltfaktoren beeinflusst, so dass aktuell von einem multifaktoriellen Geschehen
ausgegangen wird (Chamberlain et al., 1990, Gross et al., 1996, Miserez et al.,
1995). Die Atherosklerose wurde ausgehend von den seit lA&ngerem bekannten
Risikofaktoren, Hypercholesterinamie, Rauchen, arterielle Hypertonie und Diabetes
mellitus, als Prozess der passiven Lipidakkumulation in der Gefal3wand angesehen.
Im Jahre 1999 postulierte Ross, dass es sich bei der Artherosklerose um eine
inflammatorische Erkrankung handle, bei welcher Entztindungsvorgange wesentliche
Mechanismen der Limitierung, Unterhaltung und des Fortschreitens der
Atherosklerose darstellen (Ross, 1999a). Diese werden als die ,Response-to-injury-
Hypothese“ bezeichnet. Die ,Response-to-injury-Hypothese* (Verletzungstheorie)
wird am breitesten flr die Atheroskleroseentstehung akzeptiert, die mit einer Vielzahl
experimenteller Beweise Ubereinstimmt (Hornbostel et al., 1992; Isselbacher et al.,
1995). Das initiale Ereignis der Atherogenese besteht nach dieser Theorie in einer
wiederholten und kontinuierlichen Schadigung durch chemische, mechanische,
immunologische oder toxische Einfliisse der die Intima auskleidenden Endothelzellen
(Fuster et al., 1996; Hornbostel et al., 1992; Ross, 1993),die zu einer endothelialen
Dysfunktion fuhrt. Das Agens, welches eine endotheliale Dysfunktion auslést, wurde
bisher nicht identifiziert, mogliche Kandidaten sind oxidierte Lipide (oxidierte LDL),
Zytokine oder Proteasen, Anderungen der Scherkrafte, freie Radikale, Homocystein
oder eine virale Infektion (Fuster et al.,, 1996). Es entsteht somit eine lokale

Entziindungsreaktion in der Arterienwand. Bei l&ngerer Dauer resultiert daraus eine
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toxische Schadigung der Zellen der Arterienwand mit drauffolgender
fibroproliferativer Reaktion (Fuster et al., 1996; Ross, 1993) Diese fuhren zu einer
Kette von komplexen Wechselwirkungen zwischen Endothel (Zellen der Gefaldwand),
glatten Muskelzellen der Tunica media der Arterien, Lymphozyten, Thrombozyten,
Monozyten bzw. Makrophagen, aktivierten T-Lymphozyten sowie
Wachstumsfaktoren und Zytokinen, die im Vollbild der Atherosklerose minden
kénnen (Ross, 1993; Liao, 1998; Hornbostel et al., 1992).

Arteriosklerotische Veranderungen werden nach Herbert C. Stary in acht

verschiedenen Stadien eingeteilt (Fuster et al., 1996; Just et al., 1994).

Stadium I: In diesem Stadium kommt es aufgrund der endothelialen Dysfunktion
infolge einer Verletzung zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
durch das alterierte Endothel. Hierdurch adharieren Monozyten und T-Lymphozyten
aus dem Blut am Endothel. Es kommt zur Expression von spezifischen
Adhéasionsmolekilen (endotheliale leukozytare Adhasionsmolekil-1(ELAM-1), P-
Selektin, ,vascular cell adhesion molecule 1* (VCAM-1) und ,intercellular adhesion
molecule 1“ (ICAM-1) an der Oberflache der Endothelzellen (Fuster et al., 1996,
Ross, 1993). Monozyten und T-Lymphozyten aus dem Blut binden an diese
Rezeptoren an, wandern unter dem Einfluss von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
durch die endotheliale Barriere und treten in den subendothelialen Raum Uber.
Zusatzlich gelangen vermehrt Lipoproteine durch das Endothel in die Intima. Die
eingewanderten Monozyten werden zu Makrophagen, nehmen tber den Scavenger-
Rezeptor oxidiertes LDL-Cholesterin auf und speichern es in Vakuolen im
Zytoplasma. Da diese Aufnahme keinem negativen Feedbackmechanismus
unterliegt, kommt es zur Uberladung der Makrophagen und damit zur Bildung
isolierter Schaumzellen, die in ihrem Zytoplasma zahlreiche Lipidvakuolen
gespeichert haben (Stary, 1989; Stary et al., 1995; Stary, 2000; Riede et al., 1989).

Stadium II: In diesem Stadium bilden sich sogenannte ,fatty streaks“, welche durch
eine erhohte Akkumulation von Makrophagen sowie durch das Auftreten von
Schichten von Schaumzellen und lipidbeladenen glatten Muskelzellen charakterisiert
sind. Die Makrophagen nehmen oxidiertes LDL Uber den Scavenger-Rezeptor auf,
der im Gegensatz zum LDL-Rezeptor keinem negativen Feedbackmechanismus bei
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hohen Cholesterinkonzentrationen unterliegt, und speichern diese im Zytoplasma,
hauptséachlich in den Lysosomen. Diese bezeichnet man als Schaumzellen (Fuster et
al., 1996; Hecht et al.,, 1988). Diese Veradnderungen sind bereits makroskopisch
sichtbar, es sind jedoch noch keine Gewebsschaden nachweisbar (Stary, 1989; Stary
et al., 1995; Stary, 2000; Ross, 1993).

Stadium l1lI: Die kontinuierliche Einwanderung der oben beschriebenen Zellen und
deren Proliferation unter dem Einfluss der sezernierten Zytokine und
Wachstumsfaktoren bewirken die Progression zur praatheromatdsen L&sion, in der
sich zuséatzlich zu den Komponenten der ,Fatty streaks® multiple extrazellulare
Lipidablagerungen in muskuloelastischen Schichten finden. In diesem Stadium sind
bereits mikroskopische Gewebsschaden nachweisbar (Stary et al., 1994; Stary et al.,
1995).

Stadium 1V: Hier kommt es zur Ausbildung eines Lipidkerns, welcher durch
VergroRerung und Konfluieren von extrazellularen Lipidablagerungen entsteht. Diese
stellen als definierender Bestandteil des Atheroms das Charakteristikum des
Stadiums IV nach Stary dar (Stary et al., 1994, Stary et al., 1995).

Stadium V: Es entsteht das Fibroatherom, bei dem neben den oben beschriebenen
Veranderungen eine dicke, kappenartige Kollagenschicht in der Intima zu erkennen
ist (Stobbe et al., 1996). Dabei wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren die
Proliferation glatter Muskelzellen und ihre Umwandlung zu aktiven Zellen geférdert,
die extrazellulare Matrix wie Kollagen, Proteoglykane und elastische Fasern
synthetisieren. Es findet sich Uber dem Lipidkern eine fibrose Kappe aus Kollagen

und glatten Muskelzellen (Stary et al., 1994).

Stadium VI: Eine L&asion von Typ VI kann sowohl aus einer Lasion vom Typ V als
auch vom Typ IV ausgehen. In diesem Stadium kommt es zu Fissuren, Hamatomen
und konsekutiven muralen Thrombenbildungen (Stary et al., 1995; Fuster et al.,
1992).

Stadium VII: Hier pragen nekrotisierte und kalzifizierte Areale das Bild, d.h. jede
fortgeschritten Lasion, die vorrangig aus Calcium besteht.
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Stadium VIII: Hier dominiert zellarmes kollagenes Bindegewebe (Stary, 2000), d.h.
jede fortgeschrittene L&sion, die vorrangig aus Kollagen besteht. Dieses Stadium ist
eher als Ausheilungsstadium denn als Komplikation anzusehen (Brasen et al., 1997).
Die Abbildung 2 zeigt bildlich die einzelnen Schritte der Atheroskleroseentstehung.

Abbildung 2: Pathogenese der Atherosklerose (Riede et al. 1994, S. 438)

1. normale Arterienwand; 2: initiale, subintimale Akkumulation von Lipiden,
Proteoglykanen und Kollagenfasern; 3: intimale Lipidherde, erste Schaumzellen;

4: fortschreitende Schaumzellenansammlung, proliferierende Myofibroblasten;

5: Atherom mit zentraler, Cholesterinkristalle enthaltender Nekrose, umsaumt von
Schaumzellen und einzelnen T-Lymphozyten und perifokaler Sklerose;

6: spangenformige Atheromverkalkung; 7: atheromatdses Geschwir mit parietalem

Abscheidungsthrombus
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1.3 Klinische Manifestation der Atherosklerose

Die haufigste klinische Manifestation der Atherosklerose ist die koronare
Herzerkrankung, die entweder durch Symptome wie Angina pectoris oder durch das
Auftreten ihrer Komplikationen wie Herzinfarkt, Herzrhythmusstérungen und
plotzlicher Herztod in Erscheinung tritt (Baenkler et al., 1999; Gersh et al., 1997). Die
Atherosklerose kann sich jedoch neben den kardialen Erkrankungen klinisch auch in
Form der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, der cerebralen Ischamie und in
Form eines Bauchaortenaneurysmas prasentieren. Seltener sind retinale, renale und
mesenteriale Manifestationen. Die Pradilektionsstellen sind hier vor allem die

proximalen Gefal3abschnitte und GefaRaufzweigungen (Poche et al., 1996).

Die  koronare Herzkrankheit ist die Manifestation atherosklerotischer
GefalRveranderungen an den Koronararterien (Gross et al.,, 1996). Durch die
Entstehung atherosklerotischer Plagues kommt es zu mehr oder weniger
ausgepragten, akut auftretenden oder langsam progredienten Okklusionen der
epikardialen Koronargefal3e mit der Folge der myokardialen Ischamie, d.h. einem
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf (Wagner, 1991). In
etwa 90 % der Félle liegt der Sauerstoffmangelversorgung eine stenosierende
und/oder okkludierende Arteriosklerose der extramuralen Herzkranzgefalie
zugrunde, in etwa 10 % besteht eine hamodynamisch wirksame Einengung des
intramuralen Strombettes (Stobbe et al., 1996). Klinisch unterscheidet man dabei
zwischen der stabilen koronaren Herzkrankheit und dem akuten Koronarsyndrom.
Morphologisches Korrelat der stabilen koronaren Herzkrankheit ist eine
hadmodynamisch relevante Stenosierung in einer oder mehreren Koronararterien.
Eine Stenose ist in der Regel hamodynamisch bedeutsam, wenn das Gefal3lumen
um mehr als 70 % eingeengt ist (Gibbons et al., 1999). Die typische Kklinische
Symptomatik der stabilen Angina pectoris sind belastungsabhangige pektangindse
Beschwerden, die sich durch sublinguale Nitroglyceringabe rasch bessern,
ischamietypische Veranderungen im Ruhe-Elektrokardiogramm (T-Negativierung,
ST-Strecken-Senkung) und eine pathologische Ergometrie oder andere
Belastungsuntersuchungen (Myokard-Szintigraphie, Stress-Echokardiographie). Die
Sicherung der Diagnose erfolgt durch die direkte Darstellung der Koronararterien
mittels Koronarangiographie (Rosenkranz et al.,, 2006). Die Klassifikation der

stabilen, belastungsinduzierten Angina pectoris erfolgt nach der Canadian
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Cardiovascular Society (CCS) (Campeau et al.,1976) in vier Schweregrade. Diese

sind in der Tabelle 1 genannt.

Tabelle 1: Stadieneinteilung der stabilen AP nacler Canadian Cardiovascular Society (CCS),
adaptiert nach Campeau (Campeau et al., 1976)

0 Klinisch stumm.

1 Normale korperliche Aktivitdt wie Gehen oder Treppensteigen
verursacht keine Angina pectoris. Angina pectoris tritt auf bei
intensiver, schneller oder lang dauernder Anstrengung durch Arbeit

oder Freizeitbeschéaftigung.

2 Leichte Einschrankung normaler Aktivitat. Angina pectoris tritt bei
schnellem Gehen oder Treppensteigen auf, beim Bergaufgehen, bei
Belastung nach dem Essen, bei Kalte, Wind, emotionaler Belastung
oder nur in den ersten Stunden nach dem Aufwachen. Angina pectoris
tritt erst nach mehr als 200 m Gehen in ebenem Gelande oder einer

Etage Treppensteigen in normalem Tempo auf.

3 Deutliche Einschrankung normaler Aktivitaten. Angina pectoris tritt
wahrend 100 bis 200 m Gehen auf oder unter einer Etage

Treppensteigen in normalem Tempo.

4 Auftreten von Angina pectoris bei jeder kdrperlicher Betétigung,

Gehstrecke unter 100 m, Beschwerden beim Gehen im Haus oder bei

personlicher Pflege. Symptome kdnnen auch in Ruhe vorhanden sein.

Das akute Koronarsyndrom beinhaltet die instabile Angina pectoris, ,non-ST-
elevation myocardial infarction® (NSTEMI) und ,ST-elevation myocardial infarction
(STEMI)* (Alpert et al., 2000; Prodzinsky et al., 2003; Hamm et al., 2004 Teil 1 und
Teil 2). Die Thrombusbildung in der Folge einer Plaque-Ruptur bzw. Fissur in einem
atherosklerotisch  verdnderten Koronargefal3 ist das pathomorphologische
Verbindungsglied zwischen den drei Formen der akuten Koronarsyndrome (Yun et
al., 1997). In der Tabelle 2 sind die klinischen Erscheinungsformen des akuten

Koronarsyndroms dargestellt.
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Tabelle 2: Klinische Erscheinungsformen des akuteKoronarsyndroms
(Herold, 2004)

Instabile AP ohne Anstieg von Troponin | oder T

NSTEMI Anstieg von Troponin | oder T, aber ohne ST-
Streckenhebung

STEMI Troponin T oder | Anstieg mit ST-Streckenhebung

1.4  Risikofaktoren der Entstehung der Atheroskleros e

Trotz der Komplexitat atherogenetischer Mechanismen lieBen sich anhand
epidemiologischer Untersuchungen einzelne Parameter identifizieren, deren
verstarkte oder verminderte Ausprdgung das Atheroskleroserisiko erhdhen
(Chamberlain et al., 1990; Lusis et al.,, 1992; Miserez et al., 1995). Fur die
Entstehung von atherosklerotischen Lasionen sind verschiedene Risikofaktoren
verantwortlich. In Anlehnung an die Leitlinien der ,International Atherosclerosis
Society” 2003 sind die Hauptrisikofaktoren: Zigarettenrauchen, arterielle Hypertonie,
.low-density lipoprotein® (LDL)-Cholesterin-Erh6hung, ,high-density lipoprotein®
(HDL)-Cholesterin-Erniedrigung, Erhéhung der Triglyzeride, héheres Lebensalter
(Méanner > 45 Jahren, Frauen > 55 Jahren oder in der Postmenopause), koronare
Herzerkrankung/Herzinfarkt bei erstgradigen Familienangehorigen vor dem 60.
Lebensjahr (mannlich) bzw. 65. Lebensjahr (weiblich) und Diabetes mellitus (Dietz et
al., 2003; Gohlke, 2009; Fuster et al., 1996; Tejada et al., 1968; Myers et al., 1990).
Als besonders ungunstig ist eine Kombination mehrer Risikofaktoren anzunehmen,
da die Wahrscheinlichkeit, an einer koronaren Herzerkrankung zu erkranken, dabei

Uberadditiv ansteigt (Anderson et al., 1991; Foucan et al., 2001).

In den letzten 10-15 Jahren wurden dartber hinaus weitere kardiovaskulare
Risikofaktoren identifiziert. Dazu zahlen das Homocystein, das C-reaktive Protein
(CRP) sowie die zellularen anti-oxidativen Enzyme und hier vornehmlich die

Glutathionperoxidase-1 (GPx-1) und die Marker fir Hamostase.

Hyperhomocysteinamie:
Ausgehend von bereits im Kindesalter auftretenden atherothrombotischen Lasionen
bei homozygoten Enzymdefekten wie z.B. der Homocystinurie konnte in mehreren

Studien ebenfalls ein erhohtes kardiovaskulares Risiko fiir Erwachsene mit
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Homocystein-Erh6hungen gezeigt werden (Welck et al., 1998)

Marker fur Hamostase und Entzindung:

Hier sind als Risiken vor allem Abweichungen hamostatischer Faktoren im Sinne
einer Erhdhung des Fibrinogens (Koenig et al., 1998) zu nennen sowie als wichtiger
Entzindungsparameter das C-reaktive-Protein (CRP). Die Untersuchungen von
Ridker und Mitarbeitern konnten zeigen, dass die Serumkonzentration des CRP mit
dem kardiovaskularen Risiko assoziiert ist (Ridker et al., 1998). Diese Assoziation
konnte in unterschiedlicher Starke in verschiedenen groRen Studien reproduziert
werden (Danesh et al.,, 2004). Auch die Ergebnisse von Tiermodellen, in denen
humanes oder Kaninchen-CRP Uberexprimiert wurde, sind variabel. Wahrend eine
Studie eine Beschleunigung der Arterioskleroseentwicklung beschreibt (Paul et al.,
2004), zeigten andere Studien keine Assoziation der Serumkonzentration des CRP
zum kardiovaskularen Risiko (Reifenberg et al., 2005; Trion et al., 2005; Hirschfield
et al., 2005). Zusammenfassend kann man sagen, dass zum aktuellen Zeitpunkt kein
kausaler Zusammenhang der Rolle des CRP in der Pathogenese der Arteriosklerose

eindeutig gezeigt werden kann (Lackner et al., 2007).

Glutathionperoxidase-1 (GPX-1):

In einer prospektiven Studie an Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte eine
inverse Beziehung zwischen der erythrozytaren Glutathionperoxidase-1(GPx-1)-
Aktivitdt und dem Risiko kardialer Ereignisse gezeigt werden (Blankenberg et al.,
2003). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass ein Glutathionperoxidase-1(GPx-
1)-Mangel im Mausmodell die Entstehung der Arteriosklerose beschleunigt
(Torzewski et al., 2007).

1.5 Einfluss genetischer Faktoren auf die  Entwicklu ng eines

Myokardinfarktes bzw. einer koronaren Herzerkrankung

Als Grundlage zur Identifikation der ,Hochrisiko“-Individuen werden aktuell die
Untersuchungen der jeweils bei den Individuen vorliegenden kardiovaskularen
Risikofaktoren genommen (Anderson et al., 1991; Foucan et al., 2001; Hengstenberg
et al., 2002). Es zeigt sich jedoch, dass anhand dieser Risikofaktoren nur eine grobe
Einschatzung des individuellen Risikos moglich ist, denn nur etwa 50 % des

individuellen Risikos sind durch diese Risikofaktoren zu erklaren (Hengstenberg et
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al., 2002). So kann sich bei Individuen ohne bekannte Risikofaktoren ein gehauftes
familiares Auftreten der koronaren Herzkrankheit zeigen (Hunt et al., 2002; Li et al.,
2000). Die positive Familienanamnese konnte neben den traditionellen
Risikofaktoren als unabhéngiger Risikofaktor nachgewiesen werden (Schildkraut et
al., 1989; Colditz et al., 1986). Im Rahmen von Zwillingsstudien und in zahlreichen
Familienstudien konnte diese genetische Pradisposition fur die Entwicklung einer
koronaren Herzerkrankung nachgewiesen werden (Mansour-Chemaly et al., 2002;
Valdes et al., 2001; Herrmann et al., 2001).

In einer Langzeitstudie an Uber 10.000 schwedischen Zwillingspaaren haben die
Daten gezeigt, dass fur monozygote Zwillinge das Risiko fiir das Auftreten eines
Herzinfarktes bei Mannern um das 8,1 Fache erhoht war, wenn das andere
Zwillingspaar vor dem 55. Lebensjahre an einem Herzinfarkt verstarb. Fur die
dizygoten  Zwillinge, die genetisch wie ,normale® Geschwister von
Herzinfarktpatienten anzusehen sind, bestand eine Risikoerhdhung von 2,6. Bei
monozygoten weiblichen Zwillingen war das Risiko um den Faktor 15 erhdht, wenn
der eine Zwilling an einer koronaren Herzerkrankung vor dem 65. Lebensjahr
verstarb (Marenberg et al., 1994). Es gilt als wahrscheinlich, dass diese genetische
Disposition nicht einem einzelnen genetischen Merkmal zugeordnet werden kann,
sondern aus der Wechselwirkung und Summation verschiedener genetischer

Varianten resultiert (Ortlepp et al., 1999).

Die Genomforschung hat besonders bei komplexen Erkrankungen wie z.B. der
koronaren Herzerkrankung eine grofRe Bedeutung, da diese wie bereits erwahnt
unter Zusammenwirken von exogenen Faktoren und einer Vielzahl von genetischen
Faktoren entstehen. Dabei gibt es hauptsachlich zwei Ansatze: Zum einen kdénnen
die Einflusse von bekannten Polymorphismen in Kandidatengenen untersucht
werden. Kandidatengene sind dabei diejenigen, die Proteine kodieren, welche
wiederum selbst in der Entwicklung einer multifaktoriellen Erkrankung, z.B. der
koronaren Herzerkrankung, involviert sind (Hengstenberg et al., 2002). Der zweite
Ansatz liegt darin, das gesamte Genom systematisch nach Lokalisationen von
Risiko-Genen fur Myokardinfarkt abzusuchen (genomweiter Ansatz). Das Ziel hier ist
die Identifizierung neuer, bisher nicht mit der koronaren Herzerkrankung oder der
Arteriosklerose in Beziehung gebrachter Genloci (Hengstenberg et al. 2002).
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In jingster Zeit werden zunehmend Polymorphismen in Genen kardiovaskuléarer
Proteine als mogliche Einflussfaktoren auf die Entstehung oder den Verlauf einer
koronaren Herzerkrankung untersucht. Unter einem Genpolymorphismus versteht
man das haufige Vorkommen von zwei oder mehr unterschiedlichen Allelen der
genomischen DNA. Haufig bedeutet dabei, dass das seltenere Allel haufiger als 1 %
in der untersuchten Population auftritt (Ortlepp et al., 1999). Bei den meisten
Polymorphismen handelt es sich um Einzelbasenpolymorphismen (,single
nucleotide” polymorphismen, SNPs). Als SNPs werden Variationen einzelner
Basenpaare in einem DNA-Strang bezeichnet. Ein SNP liegt dann vor, wenn der
durch die Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin charakterisierte genetische
Code einen Austausch besitzt. D.h. ist ein einzelner Nukleotid ausgetauscht, so
handelt es sich um einen SNP (Selzer et al., 2004). SNPs stellen ca. 90 % aller
genetischen Variationen im menschlichen Genom dar. Dabei treten sie nicht gleich
verteilt auf, sondern nur ungleichmallig stark an bestimmten Regionen. ,Single
nucleotdide® Polymorphismen kommen durchschnittlich alle 1000 Basen im
menschlichen Genom vor. Heute existieren ,SNP-maps*, in denen alle bekannten
Polymorphismen gespeichert und fur wissenschaftliche Projekte zuganglich sind
(Collins et al., 1998; Ortlepp et al., 1999). Uber 130 Gene und Gengruppen sind
beschrieben, deren Polymorphismen als potentielle genetische Risikofaktoren
(Kandidatengene) der Atherosklerose und ihrer Folgeerkrankungen angesehen
werden (Tang et al., 2001). Cambien et al. konnten 1992 eine Assoziation zwischen
dem ACE-Polymorphismus und dem Auftreten von Herzinfarkt nachweisen. Der DD-
Genotyp war dabei mit einem 1,34fach erhohten Risiko mit dem Auftreten von
Myokardinfarkt assoziiert. Dies konnte in einer Meta-Analyse von 15 Studien
bestatigt werden, wobei in dieser Meta-Studie homozygote Trager des D-Allels ein
1,26fach erhohtes Risiko fur das Auftreten von Myokardinfarkt aufwiesen (Samani et
al., 1996). Im Gegensatz dazu zeigte eine Analyse der Physicians Health Study an
1.250 méannlichen Patienten mit koronarer Herzkrankheit und 2.340 Kontrollen weder
in der Gesamtpopulation noch in einer Subgruppenanalyse von Patienten mit
niedrigem kardiovaskularen Risiko einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen dem DD-Genotyp und koronarer Herzerkrankung (Lindpainter et al., 1995).
In der Tabelle 3 sind einige Beispiele flr Kandidatengene mit potentiell
krankheitsbegiinstigenden Polymorphismen zusammengestellt (Ortlepp et al., 1999;
Tang et al., 2001).
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Tabelle 3: Auswahl einiger Kandidatengene mit potetell krankheitsbeglinstigenden Polymorphismen
(Collins et al., 1998; Ortlepp et al., 1999).

Lipidstoffwechs | Endothel RAAS Adreno- Andere
el zeptoren

CETP eNos,NOS3 ACE, Alpha 1A-AR GNB3
lle405Val (27bp)n Intron 4; | I/D- C1441T C825T

oder Glu298Asp Polymorphismus

APOE E2,3,4 MTHFR AGT B1-AR
RFLP Hhal C677T M235T G1165C
LPL ELAM 1, D62E AGTR1 B2-AR
Asp9Asn Serl28Arg Al1166C A46G
Asn291Ser

CETP: Cholsterol-ester-transferprotein; NOS3: NO-Synthase 3; ACE:Angiotensin-1-
Convertingenzym; Alpha 1A-AR: AlphalA-Adrenozeptor; GNB3: G Protein £3;

APOE: Apolipoprotein E; RFLP: Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus;
MTHFR: Methyltetrahydro-folatreduktase; AGT: Angiotensinogen,;

B1-AR: B1-Adrenozeptor; B2-AR: B2-Adrenorezeptor; LPL: Lipoprotein-lipase;

ELAM 1: Endotheliale leukozytdre Adh&sionsmolekil; AGTR1: Angiotensin Il-
Rezeptor 1; B2-AR: B2-Adrenozeptor

1.6  Assoziation ausgewdahlter Sequenzvariationen mitd  em Myokardinfarkt

In letzter Zeit konnten im grofRen Mal3e Assoziationsstudien Risikogene fur die
Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung bzw. den Myokardinfarkt identifizieren.
Es handelt sich dabei um genomweite Analysen mit SNP-Markern. Dabei werden
mehr als 500.000 SNP-Marker pro Person gleichzeitig auf sogenannten ,SNP-Chips*
untersucht. Da diese eine grof3e Anzahl von Befunden liefern, von denen einige
lediglich aufgrund der Wahrscheinlichkeitsverteilung positiv sind, ist es wichtig, diese
moglicherweise ,falsch-positiven® Befunde durch eine Wiederholung der
Untersuchungen in einer unabhangigen Population erneut zu prifen. Falls die
Befunde dann bestatigt werden konnen, ist von einem echten Effekt auszugehen.

Einige Beispiele von genomweiten Fall-Kotrollstudien werden im Nachfolgenden
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dargestellt. Genomweite Assoziationsstudien konnten wiederholt eine Assoziation
des Chromosom 9p21.3 Lokus mit einer erhdhten Inzidenz der koronaren
Herzerkrankung bzw. des Myokardinfarktes identifizieren (Wellcome Trust Case
Control Consortium, 2007; McPherson et al., 2007; Helgadottir et al., 2007; Samani
et al., 2007). Des Weiteren konnte eine kombinierte Analyse der Wellcome Trust
Case Control Consortium Studie (WTCCC) und der Deutschen Myokardinfarkt
Familien Studie sieben chromosomale Loci (auf den Chromosomen 1p13.3,
rs599839; 1941, rsl17465637; 2036.3, rs2943634; 6025.1, rs6922269; 9p21.3,
rs1333049; 10qg11.21, rs501120 und 15q22.33, rs17228212) identifizieren, die alle
eine hoch signifikante Assoziation auf das Auftreten einer koronaren Herzerkrankung
zeigten (Samani et al., 2007). Diese neun SNPs wurden in einer weiteren
Assoziationsstudie in 11.550 Fallen und 11.205 Kontrollen aus neun européischen
Studien erneut auf die Assoziation mit der koronaren Herzerkrankung untersucht
(Coronary Artery Disease Consortium et al., 2009). In dieser Studie konnte ebenfalls
eine signifikante Assoziation der Polymorphismen auf den Chromosomen 9p21.3,
1p13.3, 1941 und 10g11.21 mit dem KHK-Risiko repliziert werden. Die Ursache des
erhohten Risikos fur die koronare Herzerkrankung bei Vorhandensein dieser
Polymorphismen ist aktuell noch unklar. Die Tabelle 4 zeigt eine Auswahl von
Genen, die sich innerhalb oder in der Nahe dieser vier oben genannten Risikoloci

befinden (Coronary Artery Disease Consortium et al., 2009).
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Tabelle 4: Auswahl von Genen, die sich innerhalb @ neben den vier mit der KHK assoziierten Loki
befinden

Chromosom Gene

1p13.3 PSRC1,CELRS2,MYBPHL,
SORT1

1941 MIA3

2036.3 keine bekannten Gene

6025.1 MTHFD1L

9p21.3 P16/CDKN2A,P15/CKKN2B,
P14/ARF,MTAP,ANRIL

10g11.21 CXCL12

15022.33 SMAD3

PSRCL1: indicates proline/serine-rich coiled coil 1 gene; CELSR2: cadherin EGF LAG
seven-pass G-type receptor 2 gene; MYBPHL: myosin binding protein H-like gene;
SORTL: sortilin 1 gene; MIA3: melanoma inhibitory activity family, member 3 (MIA3)
gene; p16/CDKNZ2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A gene; p15/CDKN2B: cyclin-
dependent kinase inhibitor 2B gene; p14/ARF: P14 tumour suppressor gene;

MTAP: methylthioadenosine phosphorylase gene; ANRIL: antisense noncoding RNA;
CXCL12: chemokine (C-X-C motif) ligand 12 gene;

MTHFD1L: Methlyentetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+dependent) 1-like;
SMAD3: Mothers against decapentaplegic homolog 3

Einige Studien konnten eine starke Assoziation des Polymorphismus auf Chromosom
1p13.3 auf die LDL-Cholesterin-Konzentration zeigen (Wallace et al., 2008;
Kathiresan et al., 2008; Willer et al., 2008; Sandhu et al. 2008; Samani et al., 2008).
Der Polymorphismus auf Chromosom 1941 liegt innerhalb der MIA3 Gene
(,Melanoma inhibitory activity family, member 3%), welche eine Rolle im Zellwachstum
oder der Zellinhibition haben (Bosserhoff AK, 2002; Buettner R, 2002). Gleiches gilt
fur Gene auf Chromosom 1p13.3 (PSRC1) und 15922.33 (SMAD3), welche ebenfalls
eine grolRe Rolle im Zellwachstum oder deren Inhibition haben (Qin BY et al., 2002;
Lo et al., 1999). Diese Prozesse sind fundamental flr die Formation und die
Progression des atherosklerotischen Plaque und fir die Plaquestabilitat (Libby et al.,
2005) Die mogliche Assoziation des Chromosoms 6g25.1 mit der koronaren
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Herzerkrankung fihrt man auf das MTHFD1L Gen zurtiick. MTHFDI1L kodiert die
mitochondriale Isoenzyme des C1-THF (Tetrahydrofolat)-Synthase (Prasannan et al.,
2003; Walkup et al., 2005). Die Familie der THF-Synthasen sind in einer Vielzahl von
zellularen Prozessen, insbesondere in der Synthese von Purinen und Methionin,
beteiligt (Prasannan et al., 2003). Die unterschiedliche MTHFD1L-Aktivitat tragt zu
der Hohe des Homocystein-Levels im Serum bei. Dies kdnnte ein Ansatz zur
Erklarung der Assoziation des Chromosoms 6g25.1 auf die koronare Herzerkrankung
sein (Fruchart et al., 2004). Der Lokus auf Chromosom 10g11.21 liegt in der N&he
der CXCL12 Gene (,Chemokine C-X-C motif ligand 12 gene®), welches den SDF-1
Faktor (,stromal cell-derived factor-1%) kodiert. Es handelt sich dabei um ein
Chemokin, welches eine Schlusselrolle in der Gewebsregeneration bei der
ischamischen Kardiomyopathie (Askari A et al., 2003) und in der Forderung der
Angiogenese durch die Rekrutierung der endothelialen Progenitorzellen spielt (Zheng
H et al., 2007). Der Lokus auf Chromosom 9p21.3 grenzt an die Gene zweier Cyclin-
abhangigen Kinaseinhibitoren, CDKN2A und CDKN2B. Die durch diese zwei Gene
kodierten Proteine sind pl6INK4a, ARF und pl5INK4b. Diese spielen eine grol3e
Rolle in der Regulation des Zellzyklus. Auf3erdem wird angenommen, dass sie zu
einer Familie von Genen gehoren, welche an der Entstehung der Atherosklerose
beteiligt sind (Schunkert et al., 2008; Lowe et al., 2003; Hannon et al., 1994; Kalinina
et al., 2004). Zusatzlich Uberlappt der Risikolokus 9p21.3 mit ANRIL (,Antisense non
coding RNA of the INK locus®). ANRIL wird in Geweben und Zelltypen exprimiert, die
einen Einfluss auf die Atheroskleroseentstehung haben (Broadbent et al., 2008).

Zum aktuellen Zeitpunkt ist noch wunklar, ob zwischen den chromosomalen
Polymorphismen und den oben genannten Genen eine Assoziation bezuglich einer
erhohten Anfalligkeit zur koronaren Herzerkrankung vorliegt. Die Ergebnisse kénnten
die Aussicht auf neuere anwendbare Therapien der koronaren Herzerkrankung bzw.
des Myokardinfarktes durch eine bessere Kenntnis der durch diese Loki
beeinflussten pathogenetischen Mechanismen in der Gefalwand liefern.

Haufig ist eines der grofdten Probleme in Assoziationsstudien der Mangel an
Reproduzierbarkeit (Morgan et al., 2007). Aufgrund dessen sind Bestatigungsstudien
notwendig, um die Gene aufzuklaren, welche in der Pathogenese der koronaren
Herzerkrankung oder des Myokardinfarktes involviert sind. Bisher zeigte der Lokus
auf Chromosom 9p21.3 die starkste Assoziation mit der koronaren Herzerkrankung
bzw. mit dem Myokardinfarkt. Aufgrund dessen haben wir uns in dieser Studie das
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Ziel gesetzt, diese genomische Region im Detail weiter zu untersuchen und die
bereits in vorherigen Studien identifizierten Polymorphismen, welche eine
Assoziation zum Auftreten einer koronaren Herzerkrankung bzw. eines

Myokardinfarkts zeigten, erneut auf deren positive Assoziation zu replizieren .

1.7 Ziel der Arbeit

Als Grundlage fir die vorliegende Dissertationsschrift dienten mehrere im Jahr 2007
publizierte genomweite Assoziationsstudien, die unabhangig voneinander auf einen
bestehenden Zusammenhang zwischen SNPs innerhalb des p21.3-Bereichs auf dem
Chromosom 9 und der koronaren Herzkrankheit sowie dem Myokardinfarkt
hingewiesen haben (Helgadottir et al., 2007; McPherson et al., 2007; Wellcome Trust
Case Consortium, 2007; Samani et al., 2007).

Die Arbeit erfolgte im Rahmen einer pathogenetischen Feinanalyse des mit dem
Myokardinfarkt assoziierten, etwa 175000 Basenpaare langen Abschnitts der 9p21.3-
Region, wobei wie in den Ausgangsstudien SNPs als genetische Marker verwendet
wurden. Im Gesamtprojekt wurden insgesamt 35 SNPs untersucht, die gemeinsam
die genetische Variation in dem genannten Genomabschnitt weitgehend
reprasentieren. Zu diesen 35 SNPs gehotren rs1333040, rs7857345 und rs1333045,
deren Assoziation mit dem Myokardinfarkt in dieser Arbeit festgestellt werden sollte.
Eine Verbindung von rs1333040 mit dem Myokardinfarkt ist bereits gezeigt worden
(Helgadottir et al., 2007), so dass mit der Verwendung dieses SNPs ein
studientbergreifender Vergleich ermdglicht wurde. Die beiden anderen SNPs
(rs7857345 und rs1333045) sind bisher noch nicht im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Krankheiten eingesetzt worden.

Die genetische Untersuchung erfolgte innerhalb einer Fall-Kontroll-Studie, in die
3657 Myokardinfarktpatienten und 1211 Kontrollpersonen mit angiographisch
normalen Koronararterien eingeschlossen wurden. Beteiligte Zentren waren das
Deutsche Herzzentrum Miunchen und die 1. Medizinische Klinik des Klinikums rechts
der Isar der Technischen Universitdt Minchen. Die allermeisten Studienteilnehmer
stammten aus dem siUddeutschen Raum, der eine genetisch relativ homogene
Population aufweist, die fur Mitteleuropa reprasentativ ist.

Zur Genotypbestimmung wurde genomische DNA, die aus den Leukozyten des

peripheren Blutes gewonnen worden war, zur Verfigung gestellt. Die Zuordnung der
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Genotypen zu den einzelnen Studienteilnehmern erfolgte mit dem auf der
Polymerasekettenreaktion beruhenden TagMan-Verfahren.

Die Bestimmungsarbeiten wurden ohne Kenntnis des Fall-oder Kontrollstatus der
einzelnen DNA-Proben durchgefihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied in der
H&aufigkeit der beiden Allele eines SNPs zwischen der Myokardinfarkt-und der

Kontrollgruppe diente als Kriterium ftr eine bestehende Assoziation.
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2 Methoden

2.1  Patienten und Kontrollpersonen

Dieser Fall-Kontroll-Studie liegt ein Kollektiv von 4.868 Personen zugrunde, die im
Zeitraum von 1993 bis 2002 einer koronarangiographischen Untersuchung im
Deutschen Herzzentrum Munchen oder in der 1. Medizinischen Klinik, Klinikum
rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen unterzogen worden waren. In
die Patientengruppe wurden 3.657 Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt
eingeschlossen. Die Kontrollgruppe bestand aus 1.211 Personen mit angiographisch
normalen Koronararterien. Alle Patienten, die an der Studie teilgenommen haben,
waren zuvor Uber die Studie aufgeklart worden und hatten eine entsprechende
Erklarung unterschrieben. Das Studienprotokoll stand im Einklang mit der Deklaration
von Helsinki und wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der

TUM genehmigt.

2.2 Definitionen

Als Kriterium fur einen Myokardinfarkt galten Brustschmerzen mit einer Dauer von
tber 20 min kombiniert mit ST-Streckenerh6hungen oder pathologische Q-Zacken im
Elektrokardiogramm (EKG). Zudem mussten sich in der Koronarangiographie
entweder ein verschlossenes Gefald und/oder in der Laevokardiographie regionale
Wandbewegungsstorungen korrespondierend zu der elektrokardiographischen
Infarktlokalisation zeigen. Die Individuen aus der Kontrollgruppe hatten keine fir
einen Myokardinfarkt typischen Symptome, keinen Myokardinfarkt in der
Vorgeschichte, wiesen keine Zeichen eines Myokardinfarktes im EKG und
angiographisch normale Koronargefalie sowie keine regionalen
Wandbewegungsstorungen in der Laevokardiographie auf. Die Patienten wurden als
Diabetiker eingestuft, wenn sie insulinpflichtig waren oder orale Antidiabetika
einnahmen. Basierend auf den Kriterien der World Health Organisation wurde diese
Diagnose auch bei diatisch eingestellten Diabetikern bei pathologischem
Glucosetoleranzwert gestellt und/oder wenn wahrend des Klinikaufenthaltes erhéhte
Werte fur Nichtern-Glukose in mindestens zwei Blutabnahmen festgestellt worden
waren (World Health Organisation Study Group, 1985). Die Personen, die wahrend

der letzten sechs Monate rauchten, galten als Raucher. Eine arterielle Hypertonie



27

wurde bei systolischen Blutdruckwerten = 140 mmHg und/oder diastolischen
Blutdruckwerten = 90 mmHg bei mindestens zwei separaten Messungen
diagnostiziert oder bei einer bestehenden antihypertensiven Behandlung. Eine
Hypercholesterindmie wurde bei Serumcholesterinkonzentrationen (nichtern) 2

240mg/dl oder bei Einnahme cholesterinsenkender Medikation angenommen

2.3 Gerate

PCR-Thermocycler:
 GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
» GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
* ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems)

Zentrifugen:

* Rotor A-2-MTP Centrifuge 5430 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Mixer:
* Vortexer (Genio2™Bender&Obein AGV Zirich, Schweiz )

2.4  Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien
DNA-Isolierung:
* QIlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

* High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland)

PCR-Reaktionslosung:
» TagMan Universal PCR Master Mix (Abgene und Applied Biosystems)

Primer und Sonden:

* Primer und Sonden fur das TagMan-Verfahren wurden von Applied

Biosystems synthetisiert.

PCR-Gefalie:
* PCR Tubes, 2 ml ultradiinn (Eppendorf)
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*  MicroAmp®Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)

2.5 DNA-Isolierung

Zur Genotypbestimmung wurde DNA zur Verfligung gestellt. Die genomische DNA
wurde mit Hilfe eines kommerziell erwerblichen Kits (QIAmp DNA Blood Mini Kit oder
High Pure PCR Template Preparation Kit) aus Leukozyten von 200 ul peripheren
Blutes gewonnen. Zunachst erfolgt die Lyse der Zellen, danach die Bindung der DNA
an eine Silika-Gel-Membran. Es folgte ein mehrmaliges Reinigen der DNA von Blut-
und Zellbestandteile und schlief3lich die Isolierung der reinen DNA. Die Lagerung der
DNA-Proben erfolgte bei —25°C.

2.6 Das TagMan-Verfahren

Zur Genotypisierung wurde das TagMan-Verfahren eingesetzt. Das TagMan-
Verfahren als Methode zur Genotypisierung basiert auf einer Kombination aus der
Polymerasekettenreaktion (PCR) und der 5 Nuklease-Reaktion (Livak, 1999). Das
TagMan-Verfahren  bietet die Moglichkeit, die  Amplifikation und die
Genotypenbestimmung in einem Schritt durchzufiihren. Der PCR-Prozess besteht
aus einer Anzahl von 12-50 Zyklen, die in einem Thermocycler durchgefiihrt werden.
Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten. Mit Hilfe der PCR ist es mdglich, einen
bestimmten Abschnitt der DNA mit bekannter Basensequenz zu vervielfaltigen
(Amplifikation). Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei dem sich wahrend jedes
Zyklus die Anzahl der DNA-Kopien verdoppelt. Dadurch kommt es im Verlauf der
PCR zu einem exponentiellen Anstieg von Kopien. Zundchst werden die beiden
Strange der DNA durch Erhitzen auf 95°C getrennt (,Denaturierung®). Im néchsten
Schritt wird die Temperatur in dem PCR Gerat auf eine Temperatur
heruntergefahren, bei der sich die vorher ausgewahlten Primer spezifisch an die
Enden des zu vervielfaltigenden DNA-Segments, in diesem Fall an die Template-
DNA, anlagern (,Annealing®). Die Verlangerung der Primer Kkatalysiert die
Polymerase, wobei die in einem Puffer gelésten Nukleotide als Bausteine dienen

(,Elongation®). Die Abbildung 3 zeigt schematisch den PCR-Zyklus.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des PCR-Zyklu s
(http://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreak  tion Stand:13.01.2010)

(1) Schmelzen (Denaturierung) bei ca. 95°C.

(2) Anlagerung (Primerhybridisierung=Primerannealing) bei ca. 68°C,

(3) Verlangerung (Elongation) bei ca. 72°C; (P=Polymerase).

Exponentielles Anwachsen des kurzen Produktes (von Primern eingeschlossener

Bereich).

Fur das TagMan-Verfahren sind neben dem Primerpaar zwei fir die beiden Allele
spezifische fluorogene DNA-Sonden erforderlich. Die Sonden bestehen aus
Oligonukleotiden, die zum jeweiligen DNA-Abschnitt um die polymorphe Stelle
komplementér sind. Primer und Sonden wurden mit Hilfe der Primer-Express-
Software (Version 2.0.0; Applied Biosystems) ermittelt. Die Sequenzen der

Oligonukleotide wurden aus der Datenbank entnommen, die in der GenBank
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niedergelegt sind. Die beiden Sonden sind mit verschiedenen, fluoreszierenden
Farbstoffen markiert. Am 5°-Ende ist die Sonde mit dem fluoreszierendem Reporter-
Farbstoff (R) FAM (6-Carboxyfluoreszein) oder VIC (Fluoreszenzfarbstoff der Firma
Applied Biosystems) kovalent verbunden und am 3-Ende mit dem
nichtfluoreszierenden Quencher-Farbstoff (Q). In die verwendete Sonde ist ein ,Minor
Groove Binder* (MGB) zwischen dem 3'Ende der Sonde und dem Quencher-
Farbstoff eingebaut. Dieses sichelférmige Molekil flgt sich bei Hybridsierung von
Sonde und DNA-Matrize in die Furche der DNA-Doppelhelix ein und stabilisiert die
Bindung. Die relative Nahe des Q zum R verringert die Aussendung des
Fluoreszenzsignals. Die 5"—3" Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase schneidet
und zerstort wahrend der Erweiterungsphase die an den DNA-Strang hybridisierte
komplementare Sonde. Dieses Schneiden der fluorogenen Sonde fuhrt zu einer
raumlichen Trennung der beiden Farbstoffe R und Q und damit zu einer Erh6hung
der Fluoreszenzintensitat des Reporterfarbstoffes (R). Die Fluoreszenz, die wahrend
jedem Zyklus freigesetzt wird, ist proportional zur Anzahl der in diesem Zyklus
hergestellten Fragmente. Die Zuordnung der Einzelproben zu einem Genotyp
erfolgte automatisch unter Verwendung der ,Gene detection software” des ,ABI
Prism 7000 Sequence Detection System“. Durch Auswertung der allelspezifischen
Fluoreszenzsignale erfolgt die Zuordnung zum jeweiligen Genotyp, wobei die
Fluoreszenzsignale der beiden homozygoten Genotypen anhand von Standards
vorgegeben sind. Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals nur eines Farbstoffes ist
charakteristisch fir den homozygoten Genotyp, ein Anstieg der Fluoreszenzsignale
beider Farbstoffe ist kennzeichnend flir den heterozygoten Genotyp. Die Abbildung 4
zeigt schematisch das TagMan-Verfahren zur Genotypisierung. In der Tabelle 7 sind

die Basensequenzen der verwendeten Primer und Sonden gezeigt.
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einer Abbildung im Protokoll fur den ,TagMan Univers al PCR Master

Mix" (Applied Biosystems)
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2.7 Bestimmung der rs1333040 (T/C)-, rs7857345 (C/T )-und rs1333045 (C/T)-

Genotypen mit dem TagMan-Verfahren

Die TagMan-Sonde ist so entwickelt, dass sie sich ideal zwischen den Primer 1 und
Primer 2 der PCR anlagert. Die Primer und die markierten Sonden wurden mit Hilfe
der Primer-Express-Software ausgewahlt (Applied Biosystems, Darmstadt). Die
Primer-Sequenzen und die Sequenzen der Sonden fur die drei Polymorphismen sind
in der Tabelle 7 dargestellt. Die Sonde fir rs1333040T, fur rs7857245C und fur
rs1333045C wurden mit dem Reporterfarbstoff FAM und die Sonde fiir rs1333040C,
fur rs7857245T und fir rs1333045T mit dem Reporterfarbstoff VIC am 5'-Ende
gekennzeichnet. Alle Sonden wurden am 3'-Ende mit dem Quencher-Farbstoff.

markiert.

Die TagMan-Assays fir die drei SNPs wurden jeweils mit dem in der Tabelle 5 und
Tabelle 6 angegebenen Reaktionsmix durchgefiihrt. Von diesem Reaktionsmix, der
sowohl die Primer als auch die Sonden beinhaltete, wurden 20 pul in jede Vertiefung
einer Mikrotiterplatte mit 96 Reaktionskammern gegeben. Anschlieiend wurde
jeweils 2 pl geloste DNA bzw. Wasser im Falle der Negativ-Kontrollen hinzugeftgt.
Die Anordnung der Proben auf der 96-Lochplatte war wie folgt: 90 Patientenproben
mit unbekanntem Genotyp, jeweils 2 Standard-DNA-Proben fur die jeweiligen
homozygoten Tréager des Allels sowie 2 Negativ-Kontrollen mit Wasser. Der TagMan-
Asssay wurde ausgeftihrt mit 35 Zyklen Denaturierung bei 92°C fir 15 Sekunden, die
Primerhybridisierung und die Verlangerung bei 60°C fir 1 min. Fur die Reaktion
wurden als Thermocycler ,GeneAmp PCR System 9700“ oder ,GeneAmp PCR
System 9600“ benutzt. Nach dem Abschluss der PCR wurden die Proben im ,ABI
Prism 7000 Sequence Detection System® (Applied Biosystems, Darmstadt)
analysiert, in welchem die wahrend der PCR akkumulierte Fluoreszenz gemessen
und weiterverarbeitet wurde. Ein isolierter Signalanstieg von FAM oder VIC
Fluoreszenz war charakteristisch fur C- bzw. T-Allel-Homozygotie. Ein Anstieg der
beiden Signale wies auf Heterozygotie der untersuchten DNA hin. Die
Genotypisierung wurde durchgefuhrt, ohne die klinischen und die angiographischen
Daten der Patienten zu kennen. Zur Kontrolle der Ergebnisse der Genotypisierung
wurde bei 20 % der untersuchten Patienten eine unabhangige zweite Bestimmung
des Genotyps durchgefuhrt, wobei DNA-Proben verwendet wurden, die getrennt von

den in der ersten Bestimmung verwendeten DNA-Proben isoliert wurden.
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Tabelle 5: Bestandteile des Reaktionsmixes fur das1333040 T/C TagMan-Assay

Bestandteile Menge
H20O (deionisiert) 548 pl
Primer 1 25,5 pl
Primer 2 25,5 pl
FAM-arkierte Sonde 25,5 pl
VIC-markierte Sonde 25,5 pl
Universal Master Mix 850 pl

Tabelle 6: Bestandteile des Reaktionsmixes fir das7857345 C/T TagMan-
Assay und fir den rs1333045 C/T TagMan-Assay

Bestandteile Menge
H20 (deionisiert) 565 ul
Primer 1 25,5 pl
Primer 2 25,5 pl
FAM-markierte Sonde 17,0 pl
VIC-markierte Sonde 17,0 pl
Universal Master Mix 850 pl
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Tabelle 7: Nukleotidsequenzen der Primer und Sondefiir die rs1333040, rs7857345 und rs1333045
TagMan-Assays.

Polymorphismus Primer (5° —3)

rs1333040 (T/C) 5 AGTGCCCACTTATGGAATGATTTC 3
5 ACCATATCTCATATCTGTACCTTCCTCTCT 3

TagMan Sonden (5° —3")

FAM-CCCAGCGGTAACAT
VIC-CCCAGCGGTAGCAT

rs7857345 (C/T) Primer (5° —3)

5 ATGACATTGAACCATTGACTGAATCTAC 3°
5 AGAGATGCATTTAGCATTGATTAGTTAGG 3°

TagMan Sonden (5° —3)

FAM-CTTGTAATAGAAAACACAACTA
VIC-ACTTGTAATAAAAAACACAACTA

rs1333045(C/T) Primer (5° —3)

5 GTGAGGCCCAAGTGCAATAATATATAGT 3°
5 GGCCTTGAATAAGCAAAATCATAATT 3°

TagMan Sonden (5° —3)

FAM-CACTGTGCCTGGCAT

VIC-ACTGTGICTGGCATC

Die allelspezifischen Nukleotide sind unterstrichen.

2.8 Statistik

Diskrete Variablen wurden entweder als Zahl oder als Prozentanteil (%) angegeben
und mittels Chi-Quadrat-Test oder Fischers-Exact-Test verglichen. Kontinuierliche
Variablen wurden als Mittelwert + Standardabweichung (xS.D.) angegeben und
mittels dem nicht gepaarten, zweiseitigen t-Test oder mittels Varianzanalyse fir mehr
als zwei Gruppen verglichen. Es erfolgte die Prifung, ob sich die Genotypverteilung
in der Kontrollgruppe im Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Gesetzt) befindet und damit
derjenigen entspricht, die in einer stabilen homologen Population erwartet wird
(Henning et al., 2002). Fir die Risikoanalyse wurde jeweils die Odds Ratio und das

95 % Konfidenzintervall berechnet. Um feststellen zu kdnnen, ob eine Assoziation
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zwischen den rs1333040 (T/C)-, des rs7857345 (C/T)-und des rs133045 (C/T)-
Polymorphismus und dem Myokardinfarkt-Risiko unabhangig von anderen Faktoren
bestand, wurde eine multivariate Analyse mit Berlcksichtigung der folgenden
maoglichen beeinflussenden Faktoren durchgefihrt: Alter, Geschlecht, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Rauchen und Hypercholesterinamie. Die statistische
Auswertung wurde mit dem Programm S-Plus, Version 4.0 Professional (Mathsoft,
Inc., Seattle, Washington USA) durchgeftihrt. Ein P-Wert von <0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Basale Charakteristka der  Myokardinfarkt-Grupp e und der
Kontrollgruppe

Das Risikoprofil der Patienten der Myokardinfarkt-Gruppe und der Kontrollgruppe
sind in der Tabelle 8 dargestellt. Das Durchschnittsalter der Patienten in der
Myokardinfarkt-Gruppe war 64,0+/-12.0, das Durchschnittsalter der Patienten in der
Kontrollgruppe betrug 60,3+/-11.9. Somit war das Durchschnittsalter der Patienten in
der Myokardinfarkt-Gruppe héher als in der Kontrollgruppe (P< 0,0001). Der Anteil an
Frauen lag in der Myokardinfarkt-Gruppe bei 885 (24,2 %) und in der Kontrollgruppe
bei 598 (49,4 %) Frauen. Somit war der Anteil an Frauen in der Myokardinfarkt-
Gruppe kleiner als in der Kontrollgruppe (P<0,0001). Es zeigte sich des Weiteren,
dass die Patienten in der Myokardinfarkt-Gruppe haufiger Diabetes mellitus (5,4 %
vs. 20,6 %; P<0,0001), arterielle Hypertonie (48,6 % vs. 24,2 %; P<0,0001) und
Hypercholesterinamie (49,7 % vs. 56,5 %; P<0,0001) im Vergleich zur Kontrollgruppe
hatten. Ebenso war der Anteil an Rauchern (15,2 % vs. 50,6 %; P<0,0001) in der
Myokardinfarkt-Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe. Wie erwartet, waren somit
die bekannten Risikofaktoren fir eine koronare Herzerkrankung bzw. einen
Myokardinfarkt in der Patientengruppe signifikant haufiger vorhanden als in der

Kontrollgruppe.

Tabelle 8: Basale Charakteristika der Myokardinfarkt-Gruppe und der Kontrollgruppe

MI-Gruppe Kontrollgruppe

n=3.657 (%) N=1.211 (%)
Alter 64,0+/-12,0 60,3+/-11,9
Frauen 885 (24,2 %) 598 (49,4 %)
Arterielle Hypertonie 2.246 (61,4 %) 589 (48,6 %)
Hypercholesterinamie 2.967 (56,5 %) 602 (49,7 %)
Zigarettenraucher 1.849 (50,6 %) 184 (15,2 %)
Diabetes mellitus 754 (20,6 %) 65 (5,4 %)

Alter als Mittelwert +/- SD (,Standard deviation“), die anderen Variablen sind als Zahlen
dargestellt (Prozent), ,P>0,0001 fur alle Vergleiche"; Ml, Myokardinfarkt
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3.2 Genotypverteilung der drei Polymorphismen in de r Myokardinfarkt-
Gruppe und der Kontrollgruppe
Die Ergebnisse der Genotypverteilung der drei untersuchten Polymorphismen sind in

der Tabelle 9 dargestellt. Die Genotypverteilung entsprach dem Hardy-Weinberg-

Gesetz.

Tabelle 9: Genotypverteilung der Polymorphismen irder Myokardinfarkt-Gruppe und der
Kontrollgruppe

SNP Genotyp MI-Gruppe Kontrollgruppe *Prwe
(n=3.657) (n=1.211)

rs1333040 1T 1.396 (38,2 %) 335 (27,7 %) 0,20
TC 1.714 (46,9 %) 625 (51,6 %)
CcC 547 (15,0 %) 251 (20,7 %)

rs7857345 CcC 2.036 (55,7 %) 541 (44,7 %) 0,85
CT 1.377 (37,7 %) 539 (44,5 %)
1T 244 (6,7 %) 131 (10,8 %)

rs1333045 CT 1.142 (31,2 %) 273 (22,5 %) 0,79
CcC 1.827 (50,0 %) 599 (49,5 %)
1T 688 (18,8 %) 339 (28,0 %)

*Prwe, P-Wert fur Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in der Kontrollgruppe
MI, Myokardinfarkt

Der TT-Genotyp des SNP rs1333040 wurde bei 1.396 Patienten (38,2 %) der
Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. In der Kontrollgruppe wurde der TT-Genotyp
bei 335 Patienten (27,7 %) nachgewiesen. Der TC-Genotyp wurde bei 1.714
Patienten (46,9 %) der Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. In der Kontrollgruppe
wurde der TC-Genotyp bei 625 Patienten (51,6 %) nachgewiesen. Der CC-Genotyp
wurde bei 547 Patienten (15 %) der Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. Der CC-
Genotyp wurde bei 251 Patienten (20,7 %) der Kontrollgruppe nachgewiesen.
Zusammengefasst war die Haufigkeit des TT-Genotyps in der Myokardinfarkt-Gruppe
signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Dies deutet auf eine Assoziation des TT-
Genotyps des SNP rs1333040 mit dem Myokardinfarkt-Risiko hin. Die
Genotypverteilung ist in der Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Genotypverteilung des rs1333040 (T/C) Polymorphismu s in der
Myokardinfarkt-Gruppe und der Kontrollgruppe

Der CC-Genotyp des SNP rs7857345 wurde bei 2036 Patienten (55,7 %) der
Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. In der Kontroll-Gruppe wurde der CC-
Genotyp bei 541 Patienten (44,7 %) nachgewiesen. Der CT-Genotyp wurde bei
1.377 Patienten (37,7 %) der Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. In der
Kontrollgruppe wurde der CT-Genotyp bei 539 Patienten (44,5 %) nachgewiesen.
Der TT-Genotyp wurde bei 244 Patienten (6,7 %) der Myokardinfarkt-Gruppe
nachgewiesen. Der TT-Genotyp wurde bei 131 Patienten (10,8 %) der Kontrollgruppe
nachgewiesen. Zusammengefasst war die Haufigkeit des CC-Genotyps unter den
Myokardinfarkt-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Dies deutet auf
eine Assoziation des CC-Genotyps des SNP rs7857345 mit dem Myokardinfarkt-
Risiko hin. Die Genotypverteilung ist in Abbildung 6 dargestellt
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Abbildung 6: Genotypverteilung des rs7857345 (C/T) Polymorphis  mus in der
Myokardinfarkt-Gruppe und der Kontrollgruppe

Der CC-Genotyp des SNP rs1333045 wurde bei 1.142 Patienten (31,2 %) der
Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. In der Kontroll-Gruppe wurde der CC-
Genotyp bei 273 Patienten (22,5 %) nachgewiesen. Der CT-Genotyp wurde bei
1.827 Patienten (50,0 %) der Myokardinfarkt-Gruppe nachgewiesen. In der Kontroll-
Gruppe wurde der CT-Genotyp bei 599 Patienten (49,5 %) nachgewiesen. Der TT-
Genotyp wurde bei 688 Patienten (18,8%) der Myokardinfarkt-Gruppe
nachgewiesen. Der TT-Genotyp wurde bei 339 Patienten (28,0 %) der Kontrollgruppe
nachgewiesen. Zusammengefasst war die Haufigkeit des CC-Genotyps in der
Myokardinfarkt-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Dies deutet auf
eine Assoziation des CC-Genotyps des SNP rs1333045 mit dem Myokardinfarkt-
Risiko hin. Die Genotypverteilung ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Genotypverteilung des rs1333045 (C/T) Polymorphis  mus in der
Myokardinfarkt-Gruppe und der Kontrollgruppe

3.3 Allelfrequenzen der drei Polymorphismen in der M yokardinfarkt-Gruppe

und der Kontrollgruppe

Die Ergebnisse der Allelverteilung der drei untersuchten Polymorphismen sind in

Tabelle 10 dargestellt. Die Allelverteilung entsprach dem Hardy-Weinberg-Gesetz.



41

Tabelle 10: Allelfrequenzen der drei untersuchten Blymorphismen in der Myokardinfarkt-Gruppe
und der Kontrollgruppe

SNP MI-Gruppe Kontrollgruppe P
(n=3.657 Allele) (n=1.211 Allele)
Risikoallel
rs1333040 T-Allel C-Allel T-Allel C-Allel
4.506 2.808 1.296 1.127 T-Allel P1
(61,6) (38,4) (53,5) (46,5)
rs7857345 C-Allel T-Allel C-Allel T-Allel
5.449 1.865 1.621 801 C-Allel P2
(74,5) (25,5) (66,9) (33,2)
rs1333045 C-Allel T-Allel C-Allel T-Allel
4111 3.203 1.143 1.277 C-Allel P3
(56,2) (43,8) (47,3) (52,7)

*Prwe, P-Wert fur Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in der Kontrollgruppe

Die Variablen sind als absolute und in Klammern als relative Zahlen angegeben.
MI, Myokardinfarkt

P1:1,5x10™, P2: 4,4x10"3,P3:2,1x10™

Das T-Allel des SNP rs1333040 zeigte in der Myokardinfarkt-Gruppe eine Haufigkeit
von 4.506 (61,6 %). In der Kontrollgruppe lag die Haufigkeit des T-Allels bei 1.295
(53,5 %). Die Haufigkeit des C-Allels lag in der Myokardinfarktgruppe bei 2.808
(38,4 %) und in der Kontrollgruppe beil.127 (46,5 %). Der P-Wart lag bei 1.5x10™*.
Die Haufigkeit des T-Allels in der Myokardinfarkt-Gruppe war signifikant hoher als in

der Kontrollgruppe und stellte somit das Risikoallel dar.

Das C-Allel des SNP rs7857345 zeigte in der Myokardinfarkt-Gruppe eine Haufigkeit
von 5.449 (74,5 %). In der Kontrollgruppe lag die Haufigkeit des C-Allels bei 1.621
(66,9 %). Die Haufigkeit des T-Allels lag in der Myokardinfarktgruppe bei 1.865
(25,5 %) und in der Kontrollgruppe bei 801 (33,1 %). Der P-Wart lag bei 4.4x107™%3,
Die Haufigkeit des C-Allels in der Myokardinfarkt-Gruppe war signifikant héher als in
der Kontrollgruppe und stellte somit das Risikoallel dar.

Das C-Allel des SNP rs1333045 zeigte in der Myokardinfarkt-Gruppe eine Haufigkeit
von 4.111 (56,2 %). In der Kontrollgruppe lag die Haufigkeit des C-Allels bei 1.145
(47,3 %). Die Haufigkeit des T-Allels lag in der Myokardinfarktgruppe bei 3.203
(43,8 %) und in der Kontrollgruppe bei 1.277 (52,7 %). Der P-Wart lag bei 2.1x10™.
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Die Haufigkeit des C-Allels in der Myokardinfarkt-Gruppe war signifikant hoher als in

der Kontrollgruppe und stellte somit das Risikoallel dar.

3.4  Multiple logistische Regressionsanalyse

Um feststellen zu kdnnen, ob eine Assoziation zwischen den SNPs rs1333040 (T/C),
rs7857345 (C/T), rs1333045 (C/T) und dem Myokardinfarkt-Risiko unabhé&ngig von
den bekannten Kofaktoren bestand, wurde eine multivariate Analyse mit
Beruicksichtigung der folgenden Faktoren durchgefiihrt: Alter, Geschlecht, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie und aktives Rauchen. Auch in
der multivariaten Analyse zeigte sich eine signifikante Assoziation des rs7857345 C-
Allels fur den Myokardinfarkt-Risiko (P<0,0001, OR = 1,53 (95 % Kl 1,36-1,72). D.h.
nach Adjustierung fur die Kofaktoren erhoht ein C-Allel das Risiko fir den
Myokardinfarkt um 53 %. Die Multivarianzanalyse zeigte auch fir die beiden anderen
SNPs eine hochsignifikante Assoziation fur den Myokardinfarkt nach Adjustierung fur
die Kofaktoren.

3.5 Haplotypenfrequenzen der SNPs rs1333040 (T/C), r s7857345 (C/T) und
rs1333045 (C/T) auf Chromosom 9p21.3

Die Haplotypenfrequenzen der Kontrollgruppe und der Myokardinfarktgruppe sind in
Tabelle 11 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Verteilung der Haplotypenfrequenzen
zwischen den beiden Gruppen beziglich der drei Haplotypen (TCC, CTT und TTT)
einen signifikanten Unterschied zeigen. Der TTT-Haplotyp kommt relativ selten vor.
Auf Grund der geringen Haufigkeit (<1 %) kann keine zuverlassige Aussage zur
Assoziation dieses Haplotyps gemacht werden. Die Haplotypen TCC und CTT
zeigten eine hohe statistisch signifikante Assoziation mit dem Myokardinfarkt-Risiko.
Diese beiden assoziierten Haplotypen sind in allen drei Allelen zueinander
komplementér. In der Myokardinfarkt-Gruppe zeigten 3.661 (50,1 %) Patienten den
TCC-Haplotyp. In der Kontrollgruppe zeigten 987 (40,8 %) Patienten den TCC-
Haplotyp. Der TCC-Haplotyp war somit in der Myokardinfarktgruppe signifikant
haufiger vorhanden als in der Kontrollgruppe (p<0,0001). Es errechnete sich eine
Odds ratio von 1,46 (95 % KI). Das Risiko, bei Anwesenheit dieses Haplotyps einen
Myokardinfarkt zu erleiden, ist somit auf 46 % im Vergleich mit den dbrigen

Haplotypen erhoht. In der Myokardinfarktgruppe hatten 1.787 (24,4 %) Patienten den
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CTT-Haplotyp, wahrend 767 (31,7 %) Personen in der Kontrollgruppe den CTT-
Haplotyp aufwiesen. Es errechnet sich ein Odds ratio von 0,70 (95 % KI). Bei
Anwesenheit dieses Haplotyps reduziert sich das Risiko eines Herzinfarktes um 30 %
im Vergleich mit den ubrigen Haplotypen. Die Anwesenheit des CTT-Haplotyp ist
somit assoziiert mit einem um 30 % reduzierten Risiko eines Herzinfarktes im
Vergleich mit den Ubrigen Haplotypen. Zusammengefasst kann damit gesagt werden,
dass die Anwesenheit des Haplotyps TCC ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung
eines Myokardinfarktes darstellt, wahrend die Anwesenheit des Haplotyps CTT einen

protektiven Faktor darstellt.

Tabelle 11: Haplotypenfrequenzen der Polymorphismers1333040, rs7857345 und rs1333045 auf
Chromosom 9p21.3
Myokardinfarkt- | Kontrollgruppe | OR (95 %KI) P
Haplotyp Gruppe
N=7.314 N=2.422
Haplotypen Haplotypen
TCC 3661 (50,1) 987 (40,8) 1,46 >0,0001
(1,33-2,60)
CTT 1787 (24,4) 767 (31,7) 0,70 >0,0001
(0,63-0,77)
TCT 817 (11,2) 288 (11,9) 0,93 0,33
(0,81-1,07)
CCT 571 (7,8) 202 (8,3) 0,93 0,40
(0,79-1,10)
CCC 400 (5,47) 144 (5,9) 0,92 0,38
(0,75-1,11)
CTC 50 (0,68) 14 (0,58) 1,18 0,58
(0,65-2,15)
TTT 28 (0,38) 20 (0,83) 0,46 0.007
(0,26-0,82)
TTC 0 0

Die Variablen sind als absolute und in Klammern als relative Zahlen angegeben.




4 Diskussion

Die vorliegende Doktorarbeit war Teil eines Projektes, in dem 35 SNPs auf
Chromosom 9p21.3 auf eine mogliche Assoziation mit dem Auftreten eines
Myokardinfarktes untersucht wurden. Die Publikation dieses Projektes ist in
Vorbereitung. Das Studienkollektiv bestand aus 3.657 Myokardinfarktpatienten und
1.211 Kontrollpersonen. Es erfolgte eine Genotypisierung fur 35 verschiedene
Einzelnukleotid-Polymorphismen, wobei drei von diesen Einzelnukleotid-
Polymorphismen in dieser Arbeit behandelt wurden. Dabei zeigte sich, dass Trager
der rs13330040T-Allels, Trager des rs7857345C-Allels und Trager des rs1333045C-
Allels ein statistisch signifikant hoheres Risiko fur das Auftreten eines

Myokardinfarktes haben als Individuen ohne diese Risiko-Allele.

Bei drei in dieser Studie untersuchten Polymorphismen konnte gezeigt werden, dass
der Einfluss dieser Polymorphismen bezlglich der Entwicklung eines
Myokardinfarktes unabh&ngig vom Vorhandensein der etablierten Risikofaktoren, wie
Rauchen, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, Alter, arterielle Hypertonie und
Geschlecht, ist. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen durchgeflhrten Studien
Uberein, die ebenfalls den Einfluss des 9p21.3 Locus auf die koronare
Herzerkrankung oder den Myokardinfarkt unabhangig von den etablierten
Risikofaktoren gezeigt haben (Samani et al., 2008; Schunkert et al., 2008, Broadbent
et al., 2008).

Es zeigte sich des Weiteren, dass der Haplotyp TCC der SNPs rs1333040,
rs7857345, rs1333045 signifikant haufiger vorhanden war bei Patienten mit
Myokardinfarkt als bei der Kontrollgruppe. Die Odds ratio betrug 1,46. Dies bedeutet,
dass das Risiko fur einen Myokardinfarkt bei Individuen mit dem Risiko-Haplotyp um
46 % hoher ist. Der komplementére Haplotyp CTT war dagegen signifikant haufiger
in der Kontrollgruppe vorhanden als bei Patienten mit Myokardinfarkt. Die Odds ratio
betrug 0,70 und somit ist das Risiko fur einen Myokardinfarkt um 30 % geringer bei
Vorhandensein dieses Haplotyps. Zusammengefasst kann damit gesagt werden,
dass die Anwesenheit des Haplotyp TCC ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung
eines Myokardinfarktes darstellt, wahrend die Anwesenheit des Haplotyp CTT einen

protektiven Faktor darstellt.
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4.1 Die Einflisse der Polymorphismen auf Chromosom 9p21.3 auf den
Myokardinfarkt und der koronaren Herzerkrankung: Dar stellung bisheriger

Publikationen

Grundlage der vorliegenden Arbeit waren die im Jahre 2007 durchgefiihrten
genomweiten Studien zu Chromosom 9 (Helgadottir et al., 2007; McPherson et al.,
2007), die unabh&ngig voneinander eine Assoziation bestimmter SNPs auf
Chromosom 9 mit dem Risiko eines Myokardinfarktes gezeigt haben. Einige Zeit
spater wurde dieser Risiko-Lokus auf Chromosom 9 in zwei weiteren genomweiten
Assoziationsstudien (Wellcome Trust Case Consortium, 2007; Samani et al., 2007)
ebenfalls als Risikofaktor fir einen Myokardinfarkt identifiziert.  Die
Studienpopulationen bestanden aus kaukasischen Kohorten (Helgadottir et al., 2007,
McPherson et al., 2007; Samani et al., 2007; Wellcome Trust Case Control
Consortium, 2007).

Helgadottir et al., 2007 entdeckte in einer islandischen Population eine Assoziation
zwischen dem Myokardinfarkt und zwei SNPs (rs2383207 und rs10757278), welche
sich in der gleichen 9p21.3 Region befanden. Sie fuhrten dabei eine genomweite
Assoziationsstudie in einer islandischen Population durch. Es wurden 30.5953 SNPs
auf die Assoziation eines Myokardinfarktes in einer Gruppe von 1.607 Fallen und
6.728 Kontrollen untersucht. Die Falle wiesen einen Myokardinfarkt vor dem 70.
Lebensjahr (Manner) und vor dem 75. Lebensjahr (Frauen) auf. Drei SNPs,
rs1333040, rs2383207 und rs10116277, zeigten eine starke Assoziation mit dem
Auftreten eines Myokardinfarktes (Odds ratio=1,22). Dieses Ergebnis wurde in vier
weiteren kaukasischen Kohorten repliziert. Das G-Allel des SNP rs2383027 zeigte
die starkste Assoziation mit einer Odds ratio von 1,25 mit dem Auftreten des
Myokardinfarktes. Die SNPs rs10116277 und rs1333040 zeigten eine hohe
Korrelation mit dem rs2383027, jedoch konnten ihre Auswirkungen nicht zuverlassig
voneinander unterschieden werden. Zusatzlich wurden weitere SNPs, welche eine
wesentliche Korrelation mit dem rs2383027 aufwiesen, identifiziert. Acht SNPs
wurden dabei genotypisiert. Es zeigte sich, dass der SNP rs10757278 die starkste
Assoziation mit dem Auftreten eines Herzinfarktes aufwies (Odds ratio=1,28). Die
Odds ratio fur heterozygote Trager des Risikoallels rs10757278G lag bei 1,26 und

das Odds ratio fur homozygote Tréager lag bei 1,64. Des Weiteren konnte eine
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Risikoerhdhung mit dem Auftreten eines frihen Myokardinfarktes gezeigt werden.
Bei Mannern, welche vor dem 50. Lebensjahr einen Myokardinfarkt erlitten hatten,
und bei Frauen, die vor ihrem 60. Lebensjahr einen Myokardinfarkt erlitten hatten,
zeigte sich ein Anstieg der Odds ratio auf 1,49 fir heterozygote Trager und auf 2,02
fur homozygote Trager des Risikoallels rs10757278G.

McPherson et al., 2007 identifizierte in einer genomweiten Assoziationsstudie mit
100.000 SNPs zwei SNPs auf Chromosom 9p21.3 (rs10757274 und rs2383206),
welche 20 kb voneinander entfernt auf Chromosom 9p21.3 lokalisiert waren. Diese
waren mit dem Auftreten der koronaren Herzerkrankung in einer kanadischen
Population assoziiert. Um falsch positive Assoziationen zu minimieren, wurden die
Analysen mit insgesamt sechs verschiedenen kaukasischen Kohorten durchgefihrt.
Dabei waren die Falle und Kontrollen kaukasische Frauen und Manner aus Ottawa,
Kanada, welche in der Ottawa Heart Studie (OHS) teilgenommen hatten. Die Falle
hatten eine schwere vorzeitige koronare Herzerkrankung, welche vor dem 60.
Lebensjahr aufgetreten war. Ausgeschlossen wurden Patienten mit Faktoren, die
eine stark erhohte Anfélligkeit fur die Ausbildung einer vorzeitigen koronaren
Herzerkrankung aufwiesen. Diese Faktoren beinhalteten Diabetes mellitus und eine
reine Hypercholesterinamie (>280 mg/dL). Die Kontrollen waren gesunde
kaukasische Frauen (>70 Jahre) und Manner (>65 Jahre) aus Ottawa, welche keine
Symptome oder eine positive Anamnese bezuglich der koronaren Herzerkrankung
aufwiesen. In der Ottawa Heart Studie-1 (OHS-1) wurden 100.000 SNPs bei 322
Féllen und 312 Kontrollen untersucht. Von diesen 100.000 SNPs zeigten 2.586 SNPs
eine Assoziation mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung. Diese 2.586
SNPs wurden in einer zweiten Studie, Ottawa Heart Studie-2 (OHS-2), erneut auf
eine Assoziation mit der koronaren Herzerkrankung untersucht. In der OHS-2-Studie
wurden 311 Falle und 326 Kontrollen einbezogen, ansonsten galten die gleichen
Kriterien wie in der OHS-1-Studie. Von diesen 2.586 SNPs konnte in der OHS-2-
Studie bei 50 SNPs eine Assoziation mit dem Auftreten einer koronaren
Herzerkrankung gezeigt werden. Diese 50 SNPs wurden einer erneuten
Untersuchung in einer kaukasischen Population unterzogen. Um falsch-positive
Assoziationen infolge einer unzureichenden statistischen Aussagekraft zu
begrenzen, wurden diese in einer gro3eren prospektiven Studie der Atherosclerosis
Risk in Communities-Studie (ARIC-Studie) durchgefuhrt, in welche 1.1478
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kaukasische Personen eingeschlossen waren. Von diesen 50 SNPs zeigten lediglich
zwei SNPs eine Assoziation mit der koronaren Herzerkrankung. Es handelte sich bei
diesen zwei SNPs um den SNP rs10757274 und den SNP rs2383206, welche 20 kb
voneinander entfernt auf Chromosom 9p21.3 lokalisiert sind. Schlief3lich wurden
diese zwei SNPs erneut in drei verschiedenen voneinander unabhangigen Kohorten,
der Copenhagen City Heart Study (CCHS), der Dallas Heart Study (DHS) und der
Ottawa-Heart Study-3 (OHS-3) Uberprift. Alle drei Studien zeigten eine hoch-
signifikante Assoziation dieser beiden SNPs mit dem Auftreten einer koronaren
Herzerkrankung. Der Mechanismus, weshalb diese beiden SNPs das Risiko fir das
Auftreten einer koronaren Herzerkrankung erhéhen, ist nicht bekannt. Anzumerken
ist, dass diese beiden SNPs nicht mit den bekannten Risikofaktoren der koronaren
Herzerkrankung assoziiert sind (Mc Pherson et al., 2007). Auch in unserer Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die in unserer Studie untersuchten SNPs nicht mit den
bekannten Risikofaktoren der koronaren Herzerkrankung assoziiert sind. Es zeigte
sich, dass die G-Allele der beiden SNPs, rs10757274 und rs2383206, das Risiko fur
das Auftreten einer koronaren Herzerkrankung um 15 bis 20 % bei den
heterozygoten Tragern und eine Erhéhung um 30 bis 40 % bei den homozygoten
Tragern bewirken. Um den Lokus auf Chromosom 9p21.3, welcher mit dem Auftreten
der koronaren Herzerkrankung assoziiert war, genauer zu untersuchen, erfolgte eine
weitere Studie. Dabei wurden nun SNPs in 5 kb Intervallen entlang dieser Region,
die sich jeweils 175 kb aufwarts und abwarts von rs2383206 und rs10757274
erstreckte, bei 500 Kontrollen und 500 Patienten der OHS-2-Studie und OHS-3-
Studie untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass 8 SNPs, welche eine Region von
58 kb umspannten, mit der koronaren Herzerkrankung signifikant assoziiert waren.
Diese Region erstreckte sich von kb 22,062,301 bis kb 22,120,389 des Chromosoms
9p21.3. Die Region, die von diesen acht SNPs markiert wurde, war flankiert an
beiden Seiten durch jeweils zwei Regionen, die eine Lange von 50 kb aufwiesen.
Erstaunlicherweise zeigte keiner der 30 getesteten SNPs in dieser Region eine
Assoziation mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung. Diese Daten
konnten somit zeigen, dass der Risiko-Lokus auf Chromosom 9p21.3 eine

Spannweite von 58 kb umfasst.
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Der gleiche Genlocus wurde ebenfalls bei einer britischen Population identifiziert
(Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). Dabei wurde eine Assoziation des
SNP rs1333049C mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung gezeigt. Dieses

Ergebnis wurde in einer deutschen Population repliziert (Samani et al., 2007).

Um die Rolle der genetischen Varianten in der Region auf Chromosom 9p21.3
beziglich ihres Einflusses zur koronaren Herzerkrankung zu verdeutlichen und einen
Beweis zu liefern, fluhrte Schunkert et al. 2008 eine Genotypisierung des SNP
rs1333049 in sieben Fall-Kontroll-Studien (4.645 Patienten und 5.177 Kontrollen)
durch. Schliel3lich wurde zusatzlich eine Metaanalyse mit den vorhandenen Daten
und vorherigen veroffentlichten Daten (Helgadottir et al.,, 2007; McPherson et al.,
2007; Samani et al., 2007; Welcome Trust Case Control Consortium, 2007)
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass der Risikogenotyp des SNP rs1333049 in jeder
Studie Ubereinstimmend mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung
assoziiert war. Die Odds ratio betrug 1,29 pro Kopie des Risikogenotyps. Es wurde
keine Interaktion dieses SNPs mit den aktuell bekannten traditionellen Risikofaktoren
beobachtet (méannliches Geschlecht, Alter, Body-maRR-Index>30 kg/m2, Rauchen,
arterielle Hypertonie und Hyperlipiddmie). Die anschlieBend durchgefiihrte
Metaanalyse von rs1333049 in 12.004 Fallen und 28.949 Kontrollen konnte ebenso
den Hinweis fur die Assoziation dieses SNP mit dem Myokardinfarkt und der
koronaren Herzerkrankung zeigen, die errechnete Odds ratio betrug 1,24 pro

Risikoallel.

Es gibt weitere Studien, die eine Assoziation der SNPs auf Chromosom 9p21 mit der
koronaren Herzerkrankung bzw. des Myokardinfarktes untersuchten. In einer
italienischen Population konnte eine Assoziation der SNPs rs10757274, rs2383206,
rs2383027 und rs10757278 mit dem Auftreten eines Myokardinfarktes gezeigt
werden (Shen et al, 2007). In einer japanischen und einer koreanischen
Untersuchung fand sich eine Assoziation des SNPs rs1333049 mit dem Auftreten
einer  koronaren  Herzerkrankung (Hinohara et al., 2008). Weitere
Bestatigungsstudien wurden in einer sidkoreanischen Untersuchung fur die koronare
Herzerkrankung durchgefiihrt (Shen et al., 2008) und fur den Myokardinfarkt in einer
japanischen Untersuchung (Hiura et al, 2008). Shen et al., 2008 untersuchten die
SNPs rs10757274, rs2383206, rs2383027 und rs10757278 und Hiura et al., 2008
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untersuchten die SNPs rs1333049 und rs17465637. Auch in diesen beiden Studien
ergab sich eine positive Assoziation der untersuchten SNPs mit dem Entstehen einer

koronaren Herzerkrankung bzw. des Myokardinfarkts.

Zusammenfassend ergibt sich aus diesen Studien, dass diese Gen-Region auf
Chromosom 9p21.3 eine Assoziation mit dem Auftreten eines Myokardinfarktes zeigt.
Hervorzuheben ist, dass in unserer Studie sowohl bei der Myokardinfarkt-Gruppe als
auch bei der Kontrollgruppe eine Koronarangiographie durchgefiihrt wurde, d.h. der
Phanotyp konnte somit eindeutig bestimmt werden. Alle anderen bisher
durchgefiihrten Assoziationsstudien auf Chromosom 9p21.3 (Helgadottir et al., 2007,
Mc Pherson et al., 2007; Welcome Trust Case Control Consortium, 2007; Samani et
al., 2007) haben auf eine Kontrollpopulation aus der Allgemeinbevdlkerung
zuruckgegriffen, bei der keine Koronarangiographie durchgeftihrt wurde, so dass der

Phé&notyp nicht eindeutig bestimmt war.

4.2 Die Einflisse der Polymorphismen auf Chromosom 9p21.3 auf den

Diabetes mellitus: Darstellung bisheriger Publikati onen

Drei Studien identifizierten im Jahre 2007 eine Assoziation des T-Allels des
rs10811661 SNP auf Chromosom 9p21.3 mit dem Diabetes mellitus Typ Il (Zeggini
et al., 2007, Scott et al., 2007, Saxena et al., 2007). Helgadottir et al., 2008 konnten
die Assoziation des T-Allels des rs10811661 auf Chromosom 9p21.3 mit dem
Diabetes mellitus Typ Il replizieren. Helgadottir et al., 2007 identifizierten eine
Assoziation das G-Allels des SNP rs10757278 auf Chromosom 9p21.3 mit der
koronaren Herzerkrankung. Wie in Kapitel 4.1 bereits genannt, waren annéhernd
21 % der europdaischen Individuen homozygot beziiglich des rs10757278G und es
konnte herausgefunden werden, dass deren Risiko um 1,64 hoher war, einen
Herzinfarkt zu erleiden, als bei den Individuen, die keine Trager dieses Allels waren.
Diese beiden SNPs, rs10811661 und rs10757278, sind voneinander durch fast 9.600
Basenpaare getrennt, die jeweils mit CDKN2A und CDKN2B benachbart sind.
Bekanntlich stellt der Diabetes mellitus Typ Il einen Risikofaktor flr die koronare
Herzerkrankung und im Allgemeinen der Atherosklerose dar. Aufgrund der Nahe
dieser beiden Polymorphismen konnte es sein, dass die Region auf Chromosom
9p21.3 durch ein geteilten biologischen Mechanismus zum Diabetes mellitus Typ I

und der koronaren Herzerkrankung pradisponiert (Samani et al., 2007).
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4.3 Assoziationen der Polymorphismen auf Chromosom 9 p21.3 mit der
Atherosklerose der Carotiden, der peripheren arteri ellen Verschlusskrankheit,
dem abdominellen Aortenaneurysma und den intracrani ellen Aneurysmata:

Darstellung bisheriger Publikationen

Die Gruppe von Helgadottir et al., 2008 genotypisierte die SNPs rs10811661 und
rs10757278 bei Individuen, die andere vaskulare Erkrankungen wie die
Atherosklerose der Carotiden, die periphere arterielle Verschlusskrankheit, das
abdominelle Aortenaneurysma und intracranielle Aneurysmata aufwiesen. Es konnte
keine Assoziation des rs10811661T mit den vier oben angegebenen arteriellen
Erkrankungen gefunden werden. Es konnte eine signifikante Assoziation des SNP
rs10757278G mit dem Auftreten von intracraniellen Aneurysmata, mit dem
abdominellen Aortenaneurysma, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und
der Atherosklerose der Carotiden festgestellt werden. Am starksten war die
Assoziation fiir das abdominelle Aorteneurysma (OR=1,31, p=1,2 x 10™*?) und firr die
intracraniellen Aneurysmata (OR=1,29, p=2,5 x 10°). Aufgrund der starken
Komorbiditat zwischen der koronaren Herzerkrankung und dem abdominellen
Aortenaneurysma wurde eine Replikationsstudie durchgefuhrt ohne die Falle, welche
eine  koronare Herzerkrankung als Zweiterkrankung zum abdominellen
Aortenaneurysma aufwiesen. Auch dann war der Effekt des rs10757278G auf das
abdominelle Aortenaneurysma nur gering Kleiner. Dies impliziert, dass die
Assoziation des abdominellen Aortenaneurysmas keine Konsequenz der Assoziation
des rs10757278G mit der koronaren Herzerkrankung darstellt. Bezuglich der
intrakraniellen Aneurysmata gibt es in der aktuellen Literatur keine Annahme, dass
eine Assoziation bzw. Komorbiditdt mit der koronaren Herzerkrankung besteht, so
dass in diesem Fall auf eine Replikationsstudie unter Ausschluss der Individuen mit
einer koronaren Herzerkrankung als Komorbiditdt verzichtet wurde. Bei der
Untersuchung der Gruppe mit der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und der
Gruppe mit der Atherosklerose der Carotiden konnte in der Replikationsstudie mit
Ausschluss der Individuen mit einer koronaren Herzerkrankung als Komorbiditat eine
deutlich geringere Assoziation dieses Polymorphismus gefunden werden. Dies war
insbesondere bei der peripheren arteriellen Erkrankung am deutlichsten. Es konnte
somit gezeigt werden, dass der Effekt des rs10757278G auf die zwei durch

Aneurysmata bedingten Erkrankungen, dem abdominellen Bauchaortenaneurysma



51

und dem intracraniellen Aneurysmata, vergleichbar ist mit dem Effekt auf die
koronare Herzerkrankung und dass dieser Polymorphismus nur einen
vernachlassigbaren Effekt auf die periphere arterielle Verschlusskrankheit und der
Atherosklerose der Carotiden zeigt. Somit kbnnte es sein, dass diese Variante auf
dem Chromosom 9p21.3 eine Rolle in einem pathophysiologischen Bestandteil spielt,
der fur diese Erkrankungen des arteriellen Systems (arterieller Phanotypen) gleich
ist. Dieses kann das anormale Gefal3-,Remodelling® und/oder die -Reparatur mit
einbeziehen, die als Schlussel in der Pathogenese der koronaren Herzerkrankung
identifiziert worden sind (Chatzizisis et al., 2007; Hashimoto et al., 2006; Moore et al.,
1994). Diese Resultate stitzen zusatzlich die Annahme, dass die Sequenzvariante
rs10757278G eine Rolle spielt, die durch die abnorme Geféallumgestaltung
gekennzeichnet ist. Obgleich genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der Atiologie
des abdominellen Aortenaneurysmas und der intracraniellen Aneurysmata haben
(Schievink et al., 1997; Lederle et al., 2001; Lederle et al., 2000), zeigen die in dieser
Studie verdffentlichten Resultate erstmals die Assoziation dieser Sequenz auf
Chromosom 9p21.3 mit dem abdominellen Aortenaneurysma und mit dem
intracraniellen Aneurysmata. Das zuschreibbare Risiko unter den Individuen
europaischer Herkunft wird sowohl flr das abdominelle Aortenaneurysma als auch

fur intrakranielle Aneurysmata auf 26 % geschatzt.

4.4  Assoziation der Polymorphismen auf Chromosom 9p2 1.3 mit dem

Schlaganfall: Darstellung bisheriger Studien

Die koronare Herzerkrankung steigert das Risiko eines Schlaganfalls, und der
Schlaganfall ist assoziiert mit einem grof3en Anstieg des Risikos der Mortalitat nach
einem Myokardinfarkt. Des Weiteren sind die Risikofaktoren beider Erkrankungen
identisch (Witt et al., 2005). Aus diesem Grund stellten sich Matarin et al., 2008 die
Frage, ob der CKDN2A/CDKN2B Locus auf Chromosom 9p21.3, welcher mit dem
Myokardinfarkt assoziiert ist, ebenfalls ein Risiko bzw. eine Assoziation mit den
ischamischen Schlaganfall zeigt. Es erfolgte die Analyse der Daten aus ihrer kirzlich
durchgefuihrten Studie, einer genomweiten Analyse des Schlaganfalls, die uber
400.000 SNPs aus der lllumina Infinium Human-1 und HumanHap300 untersuchte,
bestehend aus einer Kohorte mit 249 Patienten und 268 Kontrollen (Matarin et al.,
2007). Dabei zeigten sich signifikante Assoziationen der Polymorphismen
rs10116277, rs1333040, rs1333042 und rs2383207 mit dem ischamischen
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Schlaganfall. Die beiden letztgenannten SNPs zeigten eine Assoziation unter einem
dominanten Modell. Bei zwei von diesen SNPs, rs1333040 und rs2383207, ist bereits
in vorherigen Studien eine Assoziation mit dem Myokardinfarkt belegt worden
(Helgadottir et al., 2007). Die Abbildung 8 zeigt die SNPs, welche eine Assoziation
mit dem Myokardinfarkt gezeigt haben, und die SNPs, welche eine Assoziation mit

dem ischamischen Schlaganfall gezeigt haben.
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Abbildung 8: Darstellung der SNP, die eine Assoziat ion zum Myokardinfarkt und zum
Schlaganfall gezeigt haben (Matarin et al., 2008)

Paarweises LD (Kopplungsungleichgewicht) der Region 21.9 bis 22.1 Mb auf
Chromosom 9. Heruntergeladen von der HapMap Datenbank (www.hapmap.org) fir
die CEU Population. Die Abbildung zeigt die in letzter Zeit untersuchten SNPs unter
Benutzung des lllumina Infinium Human -1 und HumanHap300 Assays (Nummer 1
bis 5) und SNPs, bei welchen kirzlich eine Assoziation zum Myokardinfarkt
nachgewiesen werden konnte.

Einem bestimmten LD-Wert zwischen zwei Polymorphismen ist jeweils eine

farbkodierte Flache zugeordnet. Die rote Flachen bedeutet eine starke Kopplung
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zwischen zwei Polymorphismen, die hellere Flache eine geringe Kopplung zwischen
zwei Polymorphismen.

WTCCC: Wellcome Trust Case Control Consortium

Erstaunlicherweise zeigte sich unter Einbeziehung der Risikofaktoren fur den
ischamischen Schlaganfall, dass das rs1333042-Risikoallel fir den Myokardinfarkt
einen protektiven Effekt bezlglich des ischamischen Schlaganfalls hatte. Signifikante
Assoziationen wurden ebenfalls in fast allen Haplotypen unter Einbeziehung dieser
SNPs in additiven und dominanten Modellen beobachtet, sowohl unter Einbeziehung
als auch ohne Einbeziehung der Risikofaktoren fur den ischamischen Schlaganfall.
Die Ergebnisse sind in der Tabelle 12 dargestellt. Ebenso konnte in einer weiteren
Studie von Smith et al., 2009 eine Assoziation des rs2383207 und rs13333049 mit
dem ischamischen Schlaganfall gezeigt werden.
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Tabelle 12: Assoziation der SNP Haplotypen auf Chmosom 9p21 mit dem ischdmischen Schlaganfall
(Matarin et al., 2008)

Data SNP Modell Haplotyp | P-Wert OR (95 %K)
Reihenfolge
,Unadjusted” | 3-4-5 Additiv CAA 0,0177 1,36
(1,06-1,76)
,Unadjusted“ | 1-2-3-4-5 Additiv GACAA | 0,0196 1,36
(1,05-1,75)
,JUnadjusted” | 3-4-5 Dominant | CAA 0,0088 1,61
(1,13-2,29)
,2Unadjusted“ | 1-2-3-4-5 Dominant | GACAA | 0,0102 1,59
(1,12-2,27)
LAdjusted” 3-4-5 Addititiv | CAA 0,0207 1,44
(1,06-1,96)
L2Adjusted” 1-2-3-4-5 Additiv GACAA |0,00229 |1,43
(1,05-1,95)
»Adjusted” 3-4-5 Dominant | CAA 0,0131 1,72
(1,12-2,65)
»2Adjusted” 1-2-3-4-5 Dominant | GACAA | 0,0152 1,70
(1,11-2,62)

1=rs10116277, 2=rs1547705, 3=rs1333040, 4=rs1333042, 5=rs2383207

45 Die Einfluisse der Polymorphismen auf Chromosom 9p21.3 auf das
Manifestationsalter des Myokardinfarkt und der koro nare Herzerkrankung:

Darstellung bisheriger Publikationen

Wie oben bereits genannt, haben vier unabhangige genomweite Assoziationsstudien
einen Locus auf Chromosom 9p21.3 in einer kaukasischen Population identifiziert,
welcher mit einer Anfélligkeit zur Entstehung der koronaren Herzerkrankung bzw. des
Myokardinfarktes assoziiert ist. Dieser Risikolokus ist anndhernd 58 kb lang und
beinhaltet keine Gene (McPherson et al., 2007). Nur eine dieser Studien explorierte
die Effekte dieser SNPs in diesem Risikolocus auf das Erkrankungsalter der
koronaren Herzerkrankung und des Myokardinfarktes (Helgadottir et al., 2007). In
dieser Studie hatte das Hochrisiko-Allel eines SNPs (rs10757278G) eine signifikant
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hohere genotyp-spezifische Odds ratio in der Subgruppe mit einem sehr frihen
Erkrankungsalter. Aul3erdem zeigte sich in der linearen Regressionsanalyse
innerhalb der Falle, dass sich mit je einer Kopie des Hochrisiko-Allels das
Erkrankungsalter bezlglich des Myokardinfarktes um ein Jahr reduzierte. Helgadottir
et al., 2007 berichteten bei heterozygoten Tragern des Risiko-Allels rs107572778G
eine Odds ratio von 1,49 (95 % KI, 1,31-1,69) bei frihem Auftreten der Erkrankung
(Manner<50 Jahre; Frauen<60 Jahre) verglichen mit einer Odds ratio von 1,26 (95 %
Kl, 1,16-1,36) bei der Gesamtpopulation mit Myokardinfarkt (Manner>70 Jahre;
Frauen>75 Jahre). Bei den homozygoten Tréagern des Risiko-Allels rs10757278G
zeigte sich eine Odds ratio von 2,02 (95 % KI, 1,72-2,36) bei frihem Auftreten der
Erkrankung (Manner<50 Jahre, Frauen<60 Jahre) verglichen mit einer Odds ratio
von 1,64 (95% KI, 1,47-1,82) bei der Gesamtpopulation mit Myokardinfarkt
(Manner>70 Jahre, Frauen>75 Jahre).

4.6  Ansatzpunkte zur Erklarung der Assoziation dieser Polymorphismen auf
Chromosom 9p21.3 mit dem Auftreten des Myokardinfar ~ ktes und der koronaren
Herzerkrankung

Es stellt sich die Frage, in welcher Weise die beschriebene Region auf Chromosom
9p21.3 mit dem Auftreten der koronaren Herzerkrankung und des Myokardinfarktes
assoziiert ist. Horne et al., 2008 untersuchten die Daten von einem grofiem Register
mit 14.000 Individuen, die sich zwischen 1994 und 2007 innerhalb des Utah
basierenden Intermountain  Gesundheitssystems einer Koronarangiographie
unterzogen hatten. Sie untersuchten, ob der 9p21.3 Risikolocus mit der Plaqueruptur
(nichttodlicher Myokardinfarkt oder Tod) unter den Individuen mit einer bestehenden
koronaren Herzerkrankung assoziiert war. Dabei fand sich keine Assoziation des
9p21.3 Risikolocus mit dem Vorkommen von nichttédlichen Myokardinfarkt oder Tod
infolge einer Plaqueruptur. In einer zweiten Analyse erforschten sie, ob die
Gegenwart einer koronaren Herzerkrankung oder ein Herzinfarkt in der
Vorgeschichte mit dem 9p21.3 Risikolocus assoziiert war. Dabei verglichen sie die
Genotypenverteilungen von Individuen mit koronarer Herzerkrankung und
Myokardinfarkt mit der Genotypenverteilung einer randomisierten
Bevolkerungsgruppe. Dabei zeigte sich, dass die Assoziation mit dem 9p21.3
Risikolocus starker flr die Patienten mit koronarer Herzerkrankung als bei den

Patienten mit Myokardinfarkt war. Es wurde jedoch keine Assoziation mit dem 9p21
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Risikolocus zum Schweregrad oder zur Ausdehnung einer koronaren
Herzerkrankung gefunden. Horne et al., 2008 postulierten somit, dass der 9p21.3
Risikolocus an einem Anfangsstadium als ,Initiator” der koronaren Herzerkrankung
fungiert. Die Tatsache, dass in der Studie von Horne et al., 2008 keine Assoziation
mit dem 9p21.3 Risikolocus zur Schwere oder Ausdehnung einer koronaren
Herzerkrankung gefunden werden konnte, widerspricht den Entdeckungen in einigen
anderen Studien, die eine Assoziation des 9p21.3 Risikolocus mit der Atheromlast
gefunden haben (Assismes et al., 2008). Die Interpretation von Horne et al., 2008,
dass der Mangel an Assoziation der SNPs dieser Region auf Chromosom 9p21.3 mit
der Anzahl der Koronararterien, die eine signifikanten Obstruktion aufweisen, einen
Hinweis darauf geben kodnnte, dass der Locus involviert ist, in der Initiation der
koronaren Atherosklerose weniger in deren Progression, kénnte eine mdgliche
Erklarung sein, kann jedoch nicht generell vorausgesetzt werden (Samani et al.,
2008).

Schunkert et al.,, 2008 fuihrten eine Metaanalyse durch, indem alle bis dato
veroffentlichten Studien im Hinblick auf die Assoziation der SNPs auf dem
Chromosomen 9p21.3 mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung und
Myokardinfarkt analysiert wurden. Dabei zeigte sich, dass diese Region, in welcher
sich die untersuchten SNPs befinden, von zwei angrenzenden ,rekombination hot
spots” definiert ist und die kodierende Sequenz die Gene der zwei Cyclin-abhangigen
Kinaseinhibitoren, CDKN2A und CDKNZ2B, enthélt. (Knippers et al., 2006). Die durch
diese Gene (CDKN2A und CKDN2B) kodierten Proteine hei3en p16INK4a, ARF und
P15INK4b (Helgadottir et al., 2007). Es wird vermutet, dass diese oben genannten
Gene bzw. die sie kodierten Proteine, eine grof3e Rolle in der Regulation von
Zellzyklen haben und es wird angenommen, dass sie zu einer Familie von Genen
gehoren, welche an der Entstehung der Atherosklerose beteiligt sind, als Ergebnis
ihres Beitrages zur Hemmung des Zellwachstums durch die Umwandlung des
~growth factor-g1“ (Schunkert et al., 2008; Lowe et al., 2003, Hannon et al., 1994,
Kalinina et al., 2004). Diese Gene spielen des Weiteren eine grof3e Rolle in der
Zellproliferation, im Altern und der Apoptose (Kim et al., 2006). Es zeigte sich jedoch,
dass die SNPs, welche am starksten eine Assoziation mit der koronaren
Herzerkrankung oder dem Myokardinfarkt zeigten, eine relative gro3e Entfernung zu
diesen Genen aufwiesen. Das am néchsten gelegene SNP ist 10 kb abwarts von
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CDKN2B lokalisiert (Schunkert et al.,, 2008). Von den drei in dieser Arbeit
untersuchten SNPs liegt das SNP rs1333040 am nachsten an CDKN2B. Es liegt 75
kb von CDKN2B entfernt. Ein Effekt durch die Regulation eines dieser Cyclin-
abhangigen Kinasen koénnte mdglich sein. In der Zukunft mussen jedoch auch

weitere Erklarungen bertcksichtigt und in Betracht gezogen werden.

Ein bislang unbekannter DNA-Abschnitt, ,antisense®, nicht kodierende RNA, genannt
ANRIL (ANRIL= “antisense non coding RNA of the INK locus®) wurde kurzlich
entdeckt (Pasmant et al., 2007), und es konnte gezeigt werden, dass ANRIL in
vaskularen Endothelzellen, von Monozyten abgeleiteten Makrophagen und
koronaren glatten Muskelzellen (Broadbent et al., 2008) exprimiert wird. Es handelt
sich dabei um Zelltypen, die alle einen Einfluss auf die Atheroskleroseentstehung
haben (Broadbent et al., 2008). ANRIL umspannt einen Bereich von 126,3 kb und
Uberlappt mit seinem 5-Ende mit CDKN2B. Es konnte gezeigt werden, dass der
Risiko-Lokus 9p21.3 mit den Exonen 13-19 von ANRIL Uberlappt. (Broadbent et al.,
2008). Quantitative ,real time PCR Analysen® haben gezeigt, dass die Expression der
kurzen Variante von ANRIL um das 2,2-Fache erhoht war bei Personen, welche
homozygot fir das Risiko-Allel waren, wahrend die Expression der langen Variante
von ANRIL um das 1,3-Fache gesunken war. Zusétzlich war dieser Unterschied mit
einem Abfall der relativen Anzahl der Kopien der Transkripte fir CDKN2B assoziiert.
Man geht von der Hypothese aus, dass das 9p21.3 Risiko-Allel durch die Regelung
des alternierenden Spleissens von ANRIL, indem es die Expression der langen
Variante von ANRIL-Transkripte reduziert oder die Expression der kurzen Variante
von ANRIL-Transkripte erhoht, die Expression von Genen, die eine Kontrolle in der
Zellproliferation haben, modifiziert und somit die Atherosklerose-Entstehung fordert
(Jarinova et al., 2009).

4.7  Physiologische Bedeutung der SNPs auf Chromosom 9 (CDKN, ANRIL)

In der vorliegenden Studie haben wir einen Abschnitt auf dem Chromosomen 9p21.3,
welches sich Uber eine Region von 21,950kb bis 22,125kb erstreckt, durch die
Genotypisierung von 35 SNPs untersucht. Dabei zeigten 15 SNPs eine signifikante
Assoziation zum Auftreten eines Myokardinfarktes. In dieser Arbeit wurden drei von
diesen 15 SNPs naher untersucht. Es handelt sich bei diesen drei SNPs um
rs1333040, rs7857345 und rs1333045. Diese SNPs liegen zwischen dem 22073kb
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und 22110kb des Chromosoms 9p21.3. Es handelt sich dabei um Introns, welche
kein Protein kodieren, d.h. diese SNPs sind in keiner fur ein bestimmtes Gen
kodierenden Region lokalisiert (Wrba et al., 2007). In der Nahe dieser Region liegen
jedoch zwei Gene, welche die Proteine CDKN2A (,Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor
2A") und CDKN2B (,,Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2B*) kodieren, die eine Rolle
bei der Regulation des Zellwachstums spielen (Schunkert et al., 2008). Ein Teil der

9p21.3 Region wird schematisch in der Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Teils d er 9p21.3 Region (Samani NJ, Schunkert
H, 2008)

x-Achse: Lokalisation der Region in Basenpaaren (300 kb sind dargestellt)

y-Achse: -logl0(P) Assoziationssignale der SNPs in dieser Region (dargestellt als
Dreieck), welche in der Welcome Trust Case Control Consortium-Studie untersucht
wurden

horizontale Pfeile: Richtung der Transkription

T2DM: Diabetes mellitus Typ Il

Boxen unterhalb der x- Achse: Lokalisation der ,Rekombination Hot spots*.

MTAP: Methylthioadenosin Phosphorylase, CDKN2A/CDKN2B:"Cyclin-Dependent
Kinase Inhibitor 2A/2B”
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Die Abbildung 9 zeigt auf der x-Achse die Lokalisation der Region auf Chromosom
9p21.3 in Basenpaaren (circa 300 kb sind dargestellt). Die y-Achse zeigt in -logio P
die Assoziationssignale der SNPs in dieser Region, welche in der WTCCC-Studie
2007 untersucht worden sind. Der SNP rs1333049 mit der starksten Assoziation ist
mit einem Pfeil markiert. Eine Assoziation wird Uber eine Region von fast 100 kb
gezeigt. Die nachsten proteinkodierenden Gene sind CDKN2A, CDKN2B und
Methylthioadenosin-Phosphorylase (MTAP). Zusatzlich wird diese Region fast
komplett Uberspannt durch ein kirzlich identifiziertes Gen, ANRIL (,Antisense non
coding RNA of the INK locus”). Die Lokalisation von zwei Loki, die mit Diabetes
mellitus Typ Il assoziiert sind, wird ebenfalls gezeigt. Keiner von beiden zeigt eine
Uberlappung mit dem Lokus fiir die koronare Herzerkrankung. Der Lokus fir den
Diabetes mellitus Typ Il auf der rechten Seite der Graphik ist durch ein
.,Rekombinations Hot spot“ von dem Gen-Lokus, der mit koronarer Herzerkrankung
assoziiert ist, getrennt. Dies kann den schnellen Fall des Assoziationssignals fur die

koronare Herzerkrankung auf dieser Seite erklaren.

4.8 Ziele der Identifikation molekulargenetischer R isikofaktoren

Durch die genomweiten Assoziationsstudien ist es in den letzten drei Jahren
gelungen, zahlreiche reproduzierbare Risikoallele fur den Myokardinfarkt zu
identifizieren. Durch weitere genomweite Assoziationsstudien ist zu erwarten, dass in
der néchsten Zeit die Zahl der sicher evaluierten genetischen Varianten, die mit dem
Herzinfarktrisiko assoziiert sind, deutlich grof3er sein wird. In der Zusammenschau
der Informationen ist zu vermuten, dass sich auch eine genauere Vorhersage des
kardiovaskularen Risikos machen lasst, als dies zum aktuellen Zeitpunkt anhand der
Familienanamnese mdglich ist (Kathiresan S. et al., 2008). So kdnnten durch die
Lieferung pradiktiver Informationen durch die genetische Informationen zukuinftig
Risiko-Scores besser zwischen einem niedrigen, mittleren und hohen zukinftigen
Risiko diskriminieren und die Primarpravention koénnte somit gezielt bei
Hochrisikopersonen eingesetzt werden. Auf3erdem kdnnte die Bewertung moglich
werden, wie das individuelle Risiko abnimmt, wenn behandelbare Risikofaktoren wie
z.B. arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus und Rauchen
eliminiert werden (Yamaha et al., 2008). Offen bleibt der zugrundeliegende
Pathomechanismus der Allelvarianten, die letztendlich zur Risikoerh6hung fur die

Entwicklung eines Myokardinfarktes fiihren. In der Zukunft sind weitere Arbeiten
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notwendig, um den Pathomechanismus der durch diese Genvarianten verursachten

erhohten Anfalligkeit fir den Myokardinfarkt zu klaren.

In der heutigen Medizin erfolgen medizinische MalRBnahmen auf der Grundlage der
Diagnose und Schwere einer bestimmten Erkrankung. Die Effizienz der Medikamente
und das Eintreten der Nebenwirkungen variieren unter den Individuen. Das Ziel von
Behandlungen, die auf genetischen Informationen basieren, ist zum einen das
therapeutische Outcome wund das Auftreten von Nebenwirkungen besser
vorhersagen zu konnen und zum anderen die Effizienz und Sicherheit der
Anwendung zu erhéhen. In der Zukunft sollte es moglich werden, spezifische
therapeutische Wirkstoffe individualisiert auf der Basis von genetisch anfalligen
Faktoren zu benutzen, dabei deren Effizienz zu erhéhen und deren Toxizitat zu

minimieren (Damani et al., 2007).
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5 Zusammenfassung

Derzeit stellen kardiovaskulare Erkrankungen die haufigste Todesursache in der
deutschen Bevolkerung dar (Statistisches Bundesamt Deutschland, Wiesbaden
2007). Soweit prognostische Aussagen mdglich sind, werden die koronare
Herzerkrankung und der Herzinfarkt — eine der Komplikationen der koronaren
Herzerkrankung — auch in den nachsten 25 Jahren in den westlichen
Industrienationen die haufigste Todesursache bleiben (Murray et al., 1997). Aufgrund
der Haufigkeit und der hohen Letalitdt der koronaren Herzerkrankung ist eine
Verbesserung der Primarpravention von grof3er Bedeutung. Um eine mdglichst
effektive Primarprevention zu gewadhrleisten, ist eine exakte Kenntnis der
Pathophysiologie und mdglicher Risikofaktoren nétig, damit Individuen mit hohem
Risiko identifiziert und maoglichst frihzeitig, vor dem Auftreten von Komplikationen
behandelt werden konnen. Als wichtigste Risikofaktoren der koronaren
Herzerkrankung gelten arterielle Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus
und Rauchen. Zusatzlich gibt es aus Zwillingsstudien gesicherte Hinweise dafr,
dass genetische Faktoren an der Auspragung dieser komplexen Erkrankung beteiligt
sind (Marenberg et al.,, 1994). Das Ziel ist es dabei, diese Genvarianten zu
identifizieren, denn durch die ldentifikation von genetischen Risikofaktoren kdnnte
dem primarpraventiven Ansatz ein grof3er Nutzen hinzugefiigt werden, und somit die
praventiven MalRnahmen gezielt und kosteneffizient hauptsachlich bei
Hochrisikopersonen zur Anwendung gebracht werden. (Hengstenberg et al., 2002).
Der aktuelle Fortschritt im Bereich der humanen Genetik und der Genomforschung
mit dem Hohepunkt in der Komplettierung der Nukleotidsequenz des menschlichen
Genoms durch das Human-Genome-Projekt (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004) hat einen substantiellen Zugewinn fur die klinische
Medizin gebracht, einschliel3lich der Erleichterung der Charakterisierung der
Krankheitspathognese auf molekularer Ebene und der Entwicklung von genetischen
Markern zur Festsetzung des Krankheitsrisikos.

Grundlage der vorliegenden Studie waren die im Jahre 2007 genomweiten Studien
zu Chromosom 9 (Helgadottir et al., 2007; McPherson et al., 2007; Wellcome Trust
Case Consortium, 2007; Samani et al., 2007), die unabhéngig voneinander eine
Assoziation bestimmter SNPs auf Chromosom 9p21.3 mit der koronaren

Herzerkrankung und dem Myokardinfarkt-Risiko gezeigt haben.
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In der vorliegenden Studie wurde eine mogliche Assoziation von drei SNPs in einer
Genregion auf Chromosom 9p21.3 mit dem Auftreten von Myokardinfarkt untersucht.
Die Studienpopulation bestand aus 1.211 Kontrollen und 3.657 Myokardinfarkt-
Patienten. Die Genotypbestimmung erfolgte mit Hilfe des TagMan-Verfahrens, bei
dem allelspezifische Oligonukleotidsonden in einer Polymerasekettenreaktion zum
Einsatz kommen. Die genetische Analyse bestand aus der Bestimmung der
Genotypen und verschiedenen Allelkombinationen (Haplotyp) der SNPs rs1333040,
rs7857345 und rs1333045. Dabei zeigte sich, dass das T-Allel des SNP rs1333040,
das C-Allel des SNP rs7857345 und das C-Allel des SNP rs1333045 Risikoallele fur
den Myokardinfarkt darstellen. Es zeigte sich des Weiteren, dass der Haplotyp TCC
der SNPs rs1333040, rs7857345, rs1333045 in der Myokardinfarkt-Gruppe
signifikant haufiger vorhanden war als in der Kontrollgruppe. Der Haplotyp CTT war
dagegen signifikant haufiger in der Kontrollgruppe vorhanden als bei Patienten mit
Myokardinfarkt. Zusammengefasst kann damit gesagt werden, dass der Haplotyp
TCC ein erhbhtes Risiko fur die Entwicklung eines Myokardinfarktes darstellt,
wahrend der Haplotyp CTT einen protektiven Faktor darstellt. Schlie3lich konnte
diese Studie eine Assoziation mit dem Auftreten eines Myokardinfarktes und der
untersuchten Gen-Region auf Chromosom 9p21.3 zeigen. Warum diese Gen-Region
eine Assoziation zum Auftreten eines Myokardinfarktes zeigt, ist bisher noch nicht
geklart. In dieser Region liegen zwei Gene, welche die Proteine CDKN2A und
CDKN2B kodieren, die eine Rolle bei der Regulation des Zellwachstums spielen
(Schunkert et al., 2008). Des Weiteren konnte ein bislang unbekannter DNA-
Abschnitt ANRIL (ANRIL="antisense non coding RNA of the INK locus®), welcher in
Gewebe und Zelltypen exprimiert wird, die einen Einfluss auf die
Atheroskleroseentstehung haben, eine Bedeutung haben. ANRIL umspannt einen
Bereich von 126,3 kb und Uberlappt mit seinem 5°-Ende mit CDKN2B. PCR-Analysen
zeigten, dass ANRIL, welches ein Zell-Typ-Profil manifestiert, das eine Ahnlichkeit zu
atherosklerotischen Koronararterien hat, in atheromatésen Gefal3en exprimiert wird.
Es wurde herausgefunden, dass ANRIL in vaskularen Endothelzellen, von
Monozyten abgeleiteten Makrophagen und koronaren glatten Muskelzellen
(Broadbent et al., 2008) exprimiert wird, welche alle einen Beitrag zur Entstehung der
Atherosklerose leisten (Broadbent et al. 2008). Quantitative real time PCR-Analysen
haben gezeigt, dass die Expression der kurzen Variante von ANRIL um das 2,2-

Fache erhoht war bei Personen, welche homozygot fir das Risiko-Allel waren,
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wéahrend die Expression der langen Variante von ANRIL um das 1,3-Fache gesunken
war. Zusatzlich war dieser Unterschied assoziiert mit einem Abfall der relativen
Anzahl der Kopien der Transkripte fur die Zellproliferation, namlich CDKN2A und
CDKNZ2B. Man geht von der Hypothese aus, dass das 9p21.3 Risiko-Allel durch die
Regelung des alternierenden Spleissens von ANRIL, welches wiederum eine
Funktion in der Expression von Genen, die eine Kontrolle in der Zellproliferation
haben, die Arteriosklerose-Entstehung fordert (Jarinova. et al., 2009). Ein Effekt
durch die Regulation eine dieser Cyclin-abhangigen Kinasen kénnte moglich sein. In
der Zukunft missen jedoch auch weitere Erklarungen beriicksichtigt und in Betracht

gezogen werden.
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