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1. Einleitung

1.1 Die koronare Herzkrankheit und der Myokardinfarkt

Die koronare Herzkrankheit (KHK) wird definiert als Manifestation der Atherosklerose
in den Herzkranzarterien. Im Rahmen dieses entzindlich-fibroproliferativen
Prozesses kommt es zu einer zunehmenden Einengung der KoronargefalRe (Ross
1993; Ross 1999; Herold 2011). Die flusslimitierenden Stenosen fuhren zu einer
Abnahme der Myokardperfusion und damit zu einem Missverhdaltnis zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffoedarf des Herzmuskels. Dies wird als
Koronarinsuffizienz bezeichnet (Herold 2011).

Je nach Verminderung des GefalRdurchmessers und Lange der Stenose in der
Koronarangiographie werden verschiedene Schweregrade der Koronarstenose
unterschieden (Gould 1985; Herold 2011). Bereits aus einer Koronarstenose kann
eine chronische Myokardischamie resultieren. Die akut einsetzende Ischamie beim
Myokardinfarkt (MI) ist aber meist die Folge einer Koronarthrombose in einem
Herzkranzgefal? oder einem Koronararterienast auf dem Boden einer athero-
sklerotischen Plaque (Anderson et al. 2007; Herold 2011). Die Myokardischamie
kann entweder klinisch stumm als asymptomatische KHK oder als symptomatische
KHK verlaufen. Letztere kann sich als stabile Angina pectoris (AP) oder als Akutes
Koronarsyndrom (ACS = acute coronary syndrome) manifestieren. Zum ACS werden
die drei Entitdten instabile AP, Infarkt mit ST-Hebungen (STEMI = ST elevation
myocardial infarction) und der Infarkt ohne ST-Hebungen (NSTEMI = non-ST
elevation myocardial infarction) gezahlt (Grech & Ramsdale 2003; Achar et al. 2005;
Anderson et al. 2007). Als instabile AP bezeichnet man jede innerhalb der letzten
zwei Monate neu aufgetretene AP, eine AP in Ruhe, sowie eine AP mit zunehmender
Dauer, Haufigkeit oder Starke. Da ein grolR3er Teil der Patienten mit instabiler AP
unbehandelt einen Ml erleidet und die Abgrenzung zum NSTEMI in der akuten
Phase oft schwierig ist, wird die instabile AP dem ACS zugerechnet (Anderson et al.
2007). Im Gegensatz zur instabilen AP, tritt die stabile AP bei einer definierten



Belastung auf und klingt nach Ende der Belastung oder nach Einnahme von Nitraten
ab (Braunwald 1989; Yeghiazarians et al. 2000).

Im Falle des MI kommt es zu einer irreversiblen Koagulationsnekrose der
Herzmuskulatur. Zu den Folgeerkrankungen und Komplikationen zahlen die
Herzinsuffizienz nach ischdmischer Herzmuskelschadigung, sowie Herzrhythmus-
storungen bis hin zu Kammerflimmern und plotzlichem Herztod.

Nach der Definition der European Society of Cardiology und des American
College of Cardiology liegt ein Ml vor, wenn bei einem Patienten ein Anstieg der
Herzmarker (Troponin oder MB-Fraktion der Kreatinkinase) zu beobachten ist und
zusatzlich entweder Symptome einer Myokardischdmie (z.B. Angina pectoris) zu
beobachten  sind, infarkttypische Verdnderungen in einem 12-Kanal-
Elektrokardiogramm vorliegen oder eine Koronarintervention vorausgegangen ist
(Alpert et al. 2000).

1.2 Epidemiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen gelten sowohl in den westlichen Industrienationen als
auch in den Entwicklungslandern als haufigste Todesursache. Den grof3ten Anteil
innerhalb dieser Gruppe nimmt die KHK ein (Lopez et al. 2006; Lloyd-Jones et al.
2010; http://www.nhlbi.nih.gov/resources/docs/2009_ChartBook.pdf 2009).

Im Jahre 2010 waren nach Angaben des Statistischen Bundesamts in
Deutschland 41,1% aller Todesfélle durch Krankheiten des Herzkreislaufsystems
(ICD-10, 100-199) bedingt. Haupttodesursache war die KHK, mit einem Anteil von
8,5% (ICD-10, 125) aller Todesursachen, gefolgt vom akuten Myokardinfarkt (AMI)
mit einem Anteil von 6,5% (ICD-10, 121). Damit belegen die KHK und der AMI die
ersten beiden Platze der deutschen Todesursachenstatistik (www.destatis.de 2012).
Die KHK und der AMI werden in der Todesursachenstatistik der Bundesrepublik als
getrennte Entitaten betrachtet. Diese strikte Trennung ist jedoch nicht immer méglich,
da der AMI haufig eine Folge oder Manifestation der KHK darstellt. Unter Mannern
betrug der Anteil der KHK 8,3%, der Anteil des AMI 7,5%. Bei Frauen war der Anteil
der KHK mit 8,6% etwas hoher, der Anteil des AMI mit 5,5% aller Todesursachen
niedriger (www.destatis.de 2012).



Obwohl kardiovaskulare Erkrankungen zu den haufigsten Todesursachen
weltweit z&hlen, gibt es mehrere Studien, die eine Abnahme der Mortalitat von KHK
und Ml seit den 1960er Jahren zeigen (McGovern et al. 1996; Rosamond et al. 1998;
Fox et al. 2004; Preis et al. 2009). Dartber hinaus gibt es Daten, die zusatzlich eine
Abnahme der KHK-Inzidenz in den Industrielandern belegen. So wurde in der als
Follow-up Studie angelegten National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) anhand von zwei Kohorten zwischen den Zeitrdumen 1971 bis 1982 und
1982 bis 1992 eine Abnahme der KHK-Inzidenz von 133 auf 114 Falle pro 10.000
Personenjahre festgestellt (Ergin et al. 2004). In einer weiteren Studie von Arciero et
al. (2004) wurde im Zeitraum von 1979 bis 1998 ebenfalls eine Abnahme der
Inzidenz der KHK verzeichnet.

Trotz der sinkenden Inzidenz der KHK kann in vielen Studien keine Abnahme der
MI-Inzidenz festgestellt werden. Dies ist zum Teil durch eine Zunahme der Inzidenz
des NSTEMI bei gleichzeitiger Abnahme der Inzidenz des STEMI bedingt (Furman et
al. 2001; Rogers et al. 2008). Daneben gibt es jedoch Studien, in denen eine
Abnahme der MI-Inzidenz gezeigt wurde (Hardoon et al. 2008; Roger et al. 2010).

Diese diskrepanten Studienergebnisse und die Zunahme der Inzidenz des
NSTEMI sind wohl zum Teil durch die Einfihrung sensitiverer Labortests, wie der
Messung von Troponin | und Troponin T und durch eine Veranderung der Definition
und Diagnosekriterien des Ml in den letzten Jahrzehnten bedingt (Parikh et al. 2009;
Roger et al. 2010).

1.3 Die Atherosklerose und Risikofaktoren der KHK

Die Atherosklerose ist eine Form der Arteriosklerose, die durch eine Ablagerung von
Lipiden und entzindlich-proliferative Prozesse in der GefalRwand grof3er und
mittelgroRer Arterien gekennzeichnet ist (Ross 1993). Je nach betroffener
GefalRregion kann sich die Atherosklerose klinisch als KHK, periphere arterielle
Verschlusskrankheit, zerebrale Durchblutungsstérung oder viszerale Durchblutungs-
storung manifestieren (Renz-Polster et al. 2008).

In den letzten Jahrzehnten sind durch grof3e epidemiologische Studien zahlreiche

Risikofaktoren der Atherosklerose und der KHK identifiziert worden. Als



Paradebeispiel auf diesem Gebiet gilt seit den 1950er Jahren die Framingham-Studie
(Dawber et al. 1957; Dawber & Kannel 1966; Castelli et al. 1986). Als Risikofaktoren
gelten sowohl genetische Pradispositionen, Umwelteinflisse und Lebensweise als
auch bestimmte anatomische Eigenschaften, die mit einer erhbhten
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Krankheit einhergehen oder die
Progression einer Erkrankung statistisch begunstigen (Bdcker et al. 2008). Tabelle 1
zeigt eine Auflistung der wichtigsten Risikofaktoren fir die Atherosklerose und die
KHK.

Tabelle 1: Risikofaktoren fiir Atherosklerose und die KHK (nach Lusis 2000)

Genetische Pradispositionen Lebensweise und Umweltfaktoren
Erhéhte LDL- und VLDL-Spiegel Fettreiche Ernahrung

Erniedrigte HDL-Spiegel Rauchen

Erhohte Lipoprotein(a)-Spiegel Niedrige Antioxidantienspiegel
Bluthochdruck Mangel an Bewegung

Erhohte Homocystein-Spiegel Infektion mit Chlamydia pneumoniae
Familiare Haufung von KHK Infektion mit CMV

Diabetes mellitus

Adipositas

Erhdhte Spiegel von Gerinnungsfaktoren
Depression und Verhaltensstérungen
Ménnliches Geschlecht

Metabolisches Syndrom

Systemische inflammatorische Erkrankungen mit
erhdéhten CRP-Spiegeln

HDL = High-density lipoprotein; LDL = Low-density lipoprotein; VLDL = Very-low-density lipoprotein; CRP = C-
reaktives Protein; CMV = Zytomegalievirus

1.4 Die Pathogenese der Atherosklerose

Das derzeit umfassendste Modell zur Erklarung der Pathogenese der Atherosklerose
ist die modifizierte ,Response-to-injury“-Hypothese (Consigny 1995; Ross 1999;
Lusis 2000; Tegos et al. 2001). Im Rahmen dieser Hypothese werden Prozesse

beschrieben, die im Bereich der GefaBwand als Reaktion (,response) auf eine
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Schadigung (,injury”) des GefalRendothels ablaufen (Ross 1999). Obwohl eine
Vielzahl von Faktoren bekannt ist, die zur Pathogenese der Atherosklerose
beitragen, ist der genaue Ablauf der initialen Endothelschadigung nicht bekannt. Zu
den frihesten beobachteten Irregularitaten gehdren eine Endotheldysfunktion und
Mikrolasionen des Endothels (Ross 1999; Lusis 2000). Die Schadigung des
Endothels fuhrt zur Einleitung von kompensatorischen Mechanismen, die das
Einwandern von Entzindungszellen beglnstigen und die Permeabilitat der
Gefallwand fur Lipide erhdhen. In den betroffenen Gefal3abschnitten kommt es zu
einer Ablagerung von Lipiden in der Intima und zur Einleitung von Umbauprozessen,
die mit einer Bindegewebsproliferation einhergehen (Ross 1999). Dies fiuhrt zur
Ausbildung von fibrosen Plaques und schlieBlich zur Entstehung von komplexen,
rupturgefahrdeten Lasionen mit erhdhtem thrombogenen Potential (Lusis 2000).

Die individuelle Manifestation und das Fortschreiten der Erkrankung werden jedoch
wesentlich durch das Vorhandensein von Risikofaktoren beeinflusst. Individuen mit
Hypertonie, Hypercholesterinamie, Hyperglykamie, bestimmten genetischen
Veranderungen (siehe Tab. 1) sowie Raucher gelten als besonders gefahrdet, da
diese Risikofaktoren einen entscheidenden Beitrag zur Entstehung und zum
Progress der Atherosklerose leisten (Ross 1999; Lusis 2000).

Pradisponiert fur die Manifestation der Atherosklerose sind GefaRabzweigungen,
Bifurkationen und stark gebogene GefalBabschnitte. In diesen herrscht, im
Gegensatz zu tubularen, geradlinigen GefalRabschnitten, kein laminarer Blutfluss,
sondern eine turbulente Stromung. Dies hat zur Folge, dass das Endothel erhdhten
Scherkraften ausgesetzt ist. Dadurch wird sowohl die Morphologie als auch die
Anordnung der Endothelzellen dahingehend beeinflusst, dass sie keine klare
Ausrichtung zum Blutfluss mehr besitzen und nicht mehr ellipsenférmig, sondern
polygonal erscheinen. Diese Regionen zeigen eine erhdhte Permeabilitat fur das
Jlow-density lipoprotein® (LDL) und sind pradisponiert fir die Entstehung einer
atherosklerotischen Lasion (Gimbrone 1999; Lusis 2000). Die erhdhten Scherkrafte
in GefalRabschnitten mit turbulenter Stromung fihren auferdem zu einer veranderten
endothelialen Genexpression (Gimbrone 1999). In Endothelzellen, die gleichmafligen
laminaren Scherkraften ausgesetzt sind, wird die Expression von Genen, deren
Genprodukte eine antithrombotische, antiinflammatorische, antiproliferative oder anti-
oxidative Wirkung auf das Gefaliendothel besitzen, hochreguliert (Topper et al. 1996;
Topper & Gimbrone 1999). Zu diesen Genen zahlen unter anderem eNOS
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(endotheliale NO-Synthase), COX-2 (induzierbare Form der Cyclooxygenase) und
Mn-SOD (Mangan-abhangige Superoxid-Dismutase) (Topper et al. 1996). Durch die
vermehrte Expression dieser Gene wird der Einfluss systemischer Risikofaktoren wie
Bluthochdruck, Hyperglykamie und Hypercholesterinamie auf das GefalRendothel
reduziert (Gimbrone 1999). Daher weisen Gefal3abschnitte mit laminarer Strémung,
gegenuber Abschnitten mit turbulenter Stromung, eine geringere Pradisposition fur
atherosklerotische Lasionen auf (Topper & Gimbrone 1999; Gimbrone 1999).

Im weiteren Verlauf kommt es zur Akkumulation von Lipiden im subendothelialen
Gewebe. Das LDL diffundiert passiv durch die Zell-Zell-Verbindungen und kann an
den pradisponierten Stellen in der Intima akkumulieren (Lusis 2000). Dies wird durch
erhohte LDL-Spiegel begunstigt (Lusis 2000). Auch andere Apolipoprotein-B-haltige
Lipoproteine (Tab. 2), wie Lipoprotein-Abbauprodukte (Remnants) und Lipoprotein(a)
(Lp(a)), konnen sich in der Intima ansammeln und das Fortschreiten der
Atherosklerose fordern (Lusis 2000). Interaktionen zwischen dem Apolipoprotein B
und subendothelialen Proteoglykanen tragen zur Bindung und Speicherung von LDL
in der GefaRwand bei (Skalén et al. 2002).

Das ,high-density lipoprotein® (HDL) besitzt im Gegensatz zum LDL einen
protektiven Effekt (Lusis 2000). Zum einen nimmt das HDL uberschissiges
Cholesterin aus peripheren Geweben und GefaRwanden auf, zum anderen kann es
die Oxidation von Lipoproteinen hemmen (Shah et al. 2001). Diese Eigenschaft wird
zum Teil durch das Enzym Paraoxonase auf der Oberflache von HDL-Molektlen
vermittelt (Navab et al. 1996; Shih et al. 2000). Bestandteile im Zigarettenrauch
konnen die Aktivitat des Enzyms Paraoxonase im Plasma verringern und damit zur
Manifestation der Atherosklerose beitragen (Nishio & Watanabe 1997). Das HDL
besitzt dartber hinaus antiinflammatorische und antithrombotische Eigenschaften
(Shah et al. 2001). Deshalb stellen niedrige HDL-Spiegel einen Risikofaktor fur die
Atherosklerose dar (Lusis 2000).

Das LDL wird in der Intima durch Oxidation, Lipolyse und Proteolyse modifiziert.
Durch Enzyme, Radikale und reaktive Sauerstoffspezies wird das LDL zun&chst zum
,minimally oxidized“-LDL oxidiert und durch weitere Oxidationsschritte zum ,highly
oxidized“-LDL. An diesem Prozess sind unter anderem die Enzyme Lipoxygenase,
Myeloperoxidase, Sphingomyelinase und sekretorische Phospholipase sowie

reaktive Sauerstoffspezies aus Endothelzellen und Makrophagen beteiligt (Stocker &
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Keaney 2004). Rauchen kann die Oxidation von LDL zusétzlich begiinstigen (Heitzer
et al. 1996).

Das oxidierte LDL stimuliert Epithelzellen zur Expression von Adhasions-
molekilen, chemotaktischen Molekilen und Wachstumsfaktoren, wie dem
,macrophage colony-stimulating factor” (Stocker & Keaney 2004). Zudem kann es
die biologische Aktivitat von Stickstoffmonoxid (NO), einem bedeutsamen
Vasodilatator, reduzieren (Stocker & Keaney 2004). Durch die vermehrte Expression
von chemotaktischen Molekilen und Adh&sionsmolekilen kommt es zu einer
Einwanderung von T-Zellen und Monozyten in die GefalRwand. Unter dem Einfluss
des ,macrophage colony-stimulating factor® erfolgt in der Gefallwand die
Umwandlung von Monozyten zu Makrophagen, die Enzyme und reaktive
Sauerstoffspezies produzieren (Smith et al. 1995; Lusis 2000).

Durch die Freisetzung von Zytokinen und Enzymen aus den eingewanderten
Leukozyten entsteht ein entzindliches Milieu, das die weitere Oxidation und
enzymatische Modifikation des LDL fordert (Stocker & Keaney 2004). Das oben
genannte ,highly-oxidized“-LDL, welches eine stark veranderte Form des LDL
darstellt, wird von den Makrophagen in atherosklerotischen L&sionen vorwiegend
Uber die Bindung an Scavenger-Rezeptoren wie CD36, CD68 und SR-A
aufgenommen und gespeichert (de Villiers & Smart 1999; Podrez et al. 2000; Lusis
2000; Stocker & Keaney 2004). Die schnelle Aufnahme der hochoxidierten LDL-
Partikel fuhrt zur Bildung von Schaumzellen, die im weiteren Verlauf zum Teil durch
Apoptose und Nekrose zersetzt werden und freie Lipide in der Intima freisetzen
(Libby et al. 1996; Lusis 2000; Stocker & Keaney 2004). Erhéhte LDL-Spiegel stellen
daher einen der groRten Risikofaktoren fir die Entstehung einer Atherosklerose und
KHK dar.

Zytokine und Wachstumsfaktoren, die von T-Zellen und Makrophagen produziert
werden, regen glatte Muskelzellen zur Migration und Proliferation sowie zur
Produktion von extrazellularer Matrix an. Weitere Faktoren, wie erhohte
Homocysteinspiegel (Gerhard & Duell 1999) und Hypertonie (Lusis 2000), tragen zu
diesem Prozess bei.

Innerhalb der Plaque kommt es durch die Interaktion von CD40 auf
Makrophagen, Epithelzellen und glatten Muskelzellen mit CD40L (Syn.: CD154) auf
T-Zellen zur Ausschittung von Interferon-y und Proteasen (Lusis 2000). Interferon-y

stimuliert einerseits die Produktion von Extrazellularmatrix durch die glatten
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Muskelzellen, andererseits fordert es die Freisetzung von Proteasen wie Stromelysin,
Kollagenase und Gelatinase. Die Produktion von extrazellularer Matrix stellt einen
Reparaturprozess dar, der zur Ausbildung einer fibrosen Plaque fihrt. Durch die
freigesetzten Proteasen kommt es jedoch im Inneren der Plaque gleichzeitig zum
Abbau der extrazellularen Matrix und damit zu einer Unterbrechung des
Reparaturvorganges (Lusis 2000). Dies fuhrt zu einer zunehmenden Destabilisierung
der Plaque und Ausbildung einer komplexen rupturgefahrdeten Lasion (Libby et al.
1996). Im Falle einer Plaqueruptur kommt es zur Freisetzung des ,tissue-factor” und
dadurch zur Einleitung der Gerinnungskaskade und zur Thrombusbildung (Lusis
2000).

1.5 Lipoproteine und Atherosklerose

Lipide dienen im menschlichen Korper als Ausgangsmaterial fur die Synthese
verschiedener Hormone und Transmitterstoffe, als Bausteine fur Zellmembranen und
werden zur Energiegewinnung abgebaut. Die Aufnahme erfolgt zum grof3en Teil Gber
die Nahrung. Zusatzlich ist der menschliche Korper in der Lage eine Vielzahl von
Lipiden selbst zu synthetisieren. Die Lipide sind im Blutplasma unléslich und werden
deshalb in Form von Lipoproteinen transportiert (Cox & Garcia-Palmieri 1990).
Bestandteile von Lipoproteinen sind Triacylglyceride, Cholesterin, Cholesterinester,
Phospholipide und Proteine (Rader et al. 1994). Je nach Lipoprotein sind diese
Komponenten in unterschiedlicher Menge vorhanden. Die Proteinbestandteile der
kugelférmig geformten Lipoproteine befinden sich an ihrer Oberflache und werden
als Apolipoproteine bezeichnet. Sie tragen ebenso wie die Phospholipide aufgrund
ihrer amphiphilen Eigenschaften zur L&slichkeit der Lipoproteine im Blutplasma bei.
Dartiber hinaus fungieren die verschiedenen Apolipoproteine als Kofaktoren fir
Enzyme und als Liganden flir verschiedene Rezeptoren (siehe Tab. 2) (Rader et al.
1994). Es werden funf Hauptklassen von Lipoproteinen unterschieden.

Die Chylomikronen sind die grof3ten Lipoproteine. Sie werden im Intestinaltrakt
synthetisiert und transportieren aus der Nahrung resorbierte Lipide zu peripheren
Geweben (Cox & Garcia-Palmieri 1990).
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Das ,very-low-density lipoprotein® (VLDL) wird in den Hepatozyten hergestellt. Es
besteht zum grof3ten Teil aus Triacylglyceriden (Cox & Garcia-Palmieri 1990). Seine
Hauptfunktion besteht im Transport von Lipiden von der Leber zu peripheren
Geweben. Durch Lipolyse und Abgabe von Lipiden an Gewebe und andere
Lipoproteine entsteht aus dem VLDL das ,ntermediate-density lipoprotein® (IDL).
Das IDL wird dann von den Leberzellen aufgenommen oder im Blutplasma durch
weitere Hydrolyse zum LDL umgewandelt (Rader et al. 1994).

Das LDL besteht zum gro3en Teil aus Cholesterinestern und Phospholipiden
(Cox & Garcia-Palmieri 1990). Es kann von peripheren Geweben und der Leber Gber
einen rezeptorvermittelten Transport aufgenommen werden (Brown & Goldstein
1986). Zusatzlich kann das LDL Uber einen unregulierten Transport durch die
Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen aufgenommen werden (de Villiers & Smart
1999).

Die Vorstufen des HDL werden in der Leber und im Intestinaltrakt produziert.
Durch die Aufnahme von Lipiden und Apolipoproteinen aus anderen Lipoproteinen
entstehen aus den Vorstufen die HDL-Molekile. Das HDL kann Uberschissiges
Cholesterin aus den Korperzellen und Geweben aufnehmen und dieses zurtick zur
Leber transportieren (Tall 1990; Rosenson et al. 2012).

Stérungen im Metabolismus der Apolipoproteine und der Lipoproteine fihren zu
einem veranderten Lipidtransport und Lipidmetabolismus und stellen einen der
Hauptrisikofaktoren fur Atherosklerose und die KHK dar (Rader et al. 1994; Lusis
2000).
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Tabelle 2: Apolipoproteine und ihre Funktionen (modifiziert nach Rader et al. 1994)

Apolipoprotein Lipoprotein Hauptfunktionen

Apo A-I HDL Strukturprotein im HDL
Aktivierung der LCAT

Apo A-lI HDL Strukturprotein im HDL
Aktivierung der hepatischen Lipase

Apo A-IV HDL, Chylomikron Aktivierung von LPL und LCAT

Apo B-100 VLDL, IDL, LDL, Lp(a) Strukturprotein im LDL, VLDL und Lp(a)
Ligand fur den LDL-Rezeptor

Apo B-48 Chylomikron, Lipoprotein- Strukturprotein im Chylomikron

Abbauprodukt (Remnant)

Apo C-lI Chylomikron, VLDL Essentieller Kofaktor der LPL

Apo C-111 Chylomikron, VLDL, HDL Inhibiert Bindung des Lipoproteins an
Rezeptoren

Apo E Lipoprotein-Abbauprodukt Ligand fur den Abbauprodukt (Remnant)-

(Remnant), VLDL, LDL, HDL

Apo (a) Lp(a)

Apo E- Rezeptor
Ligand fur den LDL-Rezeptor

Strukturprotein im Lp(a)
Maglicher Inhibitor der Plasminogenakti-
vierung

Apo = Apolipoprotein; HDL = High-density lipoprotein; IDL = Intermediate-density lipoprotein; LCAT = Lecithin-
Cholesterin-Acetyltransterase; LDL = Low-density lipoprotein; Lp(a) = Lipoprotein(a); LPL = Lipoproteinlipase;

VLDL = Very-low-density lipoprotein

1.6 Struktur und physiologische Funktion des Lp(a)

Lp(a) ist in seiner Struktur dem LDL sehr &hnlich. Der Proteinanteil dieses
Lipoproteins besteht aus dem Apolipoprotein(a) (Apo(a)), welches kovalent lber eine
Disulfidbriicke an das Apolipoprotein B-100 gebunden ist (Steyrer et al. 1994; Arai et
al. 2010). Die Apo(a)-Kette enthalt finf cysteinreiche Abschnitte, die als ,kringles®
bezeichnet werden. Der Vierte dieser Abschnitte ist ein Homolog der fibrinbindenden
Domane des Plasminogens, welches eine entscheidende Rolle bei der Thrombolyse
spielt (McLean et al. 1987). Uber die physiologische Funktion des Lp(a) ist bisher nur
wenig bekannt. Das Lp(a) scheint im Mausmodell Entziindungsreaktionen zu

modulieren und die Rekrutierung von Neutrophilen zu inhibieren (Hoover-Plow et al.

2009).
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1.7 Pathogenes Potential des Lp(a)

Seit Anfang der 1990er Jahre wurde Lp(a) in mehreren prospektiven Studien und
Fallkontrollstudien als ein kardiovaskularer Risikofaktor identifiziert und eine
Assoziation von erhodhten Lp(a)-Spiegeln mit der KHK und dem MI nachgewiesen
(Schaefer et al. 1994; Danesh et al. 2000; Holmer et al. 2003; Bennet et al. 2008;
Erqou et al. 2009). Seitdem wurden mehrere mdgliche Mechanismen beschrieben
Uber die Lp(a) die Thrombogenese, Fibrinolyse und Atherogenese beeinflussen
konnte (Hancock et al. 2003).

Plasminogen ist die Vorstufe des aktiven fibrinolytischen Enzyms Plasmin und
wird durch den ,tissue-type plasminogen activator (tPA) aktiviert. Das Lp(a) besitzt
die Fahigkeit diese Aktivierung zu hemmen und dadurch Einfluss auf die Fibrinolyse
zu nehmen (Marcovina & Koschinsky 2003). Es wurden sowohl eine kompetitive als
auch eine nicht-kompetitive Inhibition der tPA-vermittelten Plasminogenaktivierung
durch das Lp(a) beschrieben (Edelberg et al. 1990; Loscalzo et al. 1990).

Fur die effektive Katalyse der Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin ist die
Bildung eines Komplexes aus Plasminogen, tPA und Fibrin nétig (Marcovina &
Koschinsky 2003). Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft von Apo(a) und
Plasminogen wurde angenommen, dass die Inhibition der Plasminogenaktivierung
aus einer Konkurrenz zwischen Apo(a) und Plasminogen um Bindestellen auf dem
Fibrinmolekil oder Zelloberflachen resultiert (Marcovina & Koschinsky 2003).
Hancock et al. (2003) stellten in neueren Untersuchungen fest, dass sich in
Anwesenheit von Apo(a) ein Komplex aus Apo(a), tPA, Fibrin und Plasminogen
bildet, der eine langsamere Aktivierung von Plasminogen zur Folge hat. Dies kann zu
einer verlangsamten Fibrinolyse fuhren.

Argraves et al. (1997) zeigten, dass der VLDL-Rezeptor von Makrophagen und
Fibroblasten in atherosklerotischen Plaques exprimiert wird und eine Rolle bei der
rezeptorvermittelten Endozytose von Lp(a) spielt. Das Lp(a) wird von Fibroblasten
aufgenommen, die den VLDL-Rezeptor exprimieren, nicht jedoch von Fibroblasten
ohne den VLDL-Rezeptor. Zudem kann durch spezifische Antikorper gegen den
VLDL-Rezeptor die Aufnahme von Lp(a) in die Zelle gehemmt werden (Argraves et
al. 1997). Der VLDL-Rezeptor konnte daher einen Beitrag zur intrazellularen

Akkumulation von Lipiden in Makrophagen leisten (Argraves et al. 1997).
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Der LDL-Rezeptor hingegen scheint fur den normalen Metabolismus von Lp(a)
eine untergeordnete Rolle zu spielen. Es wurde zwar festgestellt, dass Lp(a) an den
LDL-Rezeptor bindet und im Mausmodell eine Uberexpression des LDL-Rezeptors
zu einer schnelleren Aufnahme von Lp(a) aus dem Plasma fihrt (Hofmann et al.
1990), dennoch zeigen sich im Vergleich von Patienten mit familidrer
Hypercholesterindmie, die homozygot fir das defekte LDL-Rezeptorgen sind und
Individuen ohne eingeschrankte LDL-Rezeptorfunktion, keine signifikanten
Unterschiede im Metabolismus des Lp(a) (Rader et al. 1995).

Daruber hinaus férdert Lp(a) die Expression des Adhasionsmolekdls ,intercellular
adhesion molecule 1 auf Endothelzellen. Dies erfolgt moglicherweise indirekt Uber
eine verminderte Produktion von aktiviertem ,transforming growth factor 3. Die
Expression des ,intercellular adhesion molecule 1“ kdnnte die Einwanderung von
Leukozyten in die atherosklerotischen Plaques beglnstigen (Takami et al. 1998).
Gestutzt werden diese Daten durch in vivo Ergebnisse von Dangas et al. (1998), die
zeigen, dass die Menge an Lp(a) in einer Plague sowohl mit dem Klinischen
Schweregrad der Erkrankung als auch mit der Anzahl an Makrophagen in einer

atherosklerotischen Lasion korreliert.

1.8 Polymorphismen und Haplotypen im menschlichen Genom

Das menschliche Genom umfasst ca. 3,3 Milliarden Basenpaare
(http://www.ensembl.org/index.html 2012). Vergleicht man die Sequenzen zweier
zufallig ausgewahlter menschlicher Genome, so sind sie zu ca. 99,9% identisch und
unterscheiden sich nur zu ca. 0,1% (Jorde & Wooding 2004). Diese interindividuellen
Unterschiede sind zum gr63ten Teil durch den Austausch von Nukleotiden bedingt.
Treten in einer Population, an einer definierten Position in der genomischen DNA
mehrere, in der Regel zwei, verschiedene Nukleotide auf, so spricht man von einem
Einzelnukleotid-Polymorphismus (,single nucleotide polymorphism®, SNP) (Ziegler et
al. 2010). Eine strengere Definition fordert zusétzlich, dass das seltenste Allel eines
SNP eine Haufigkeit von mindestens einem Prozent aufweist (Brookes 1999; Ziegler
et al. 2010). SNPs machen den grol3ten Teil (ca. 90%) der genetischen Variationen

im menschlichen Genom aus (The International HapMap Consortium 2003; Ziegler et
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al. 2010). Derzeit sind in der Datenbank ,dbSNP“ des ,National Center for
Biotechnology Information® ca. 38 Millionen validierte SNPs im Genom des
Menschen erfasst (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP 2012).

Eine bestimmte Kombination von SNP-Allelen in einer DNA-Region oder auf
einem Chromosom wird als Haplotyp bezeichnet (Pdabo 2003; Manolio 2010). SNP-
Allele eines Haplotyps unterliegen einem Kopplungsungleichgewicht, weil sie eine
raumliche Nahe auf dem DNA-Strang aufweisen. Dies bedeutet, dass einzelne
Haplotypen in einer Bevolkerung haufiger oder seltener vorkommen als man es bei
einer freien Kombination ihrer Allelkomponenten erwarten wirde (Reich et al. 2001,
Bickeboller & Fischer 2007; Ziegler et al. 2010).

Haplotypanalysen haben im letzten Jahrzehnt im Rahmen von
Assoziationsstudien eine zunehmende Bedeutung erlangt (Ziegler et al. 2010). Ziel
dieser Studien ist es eine Assoziation eines bestimmten Phanotyps oder einer
Krankheit mit bestimmten genetischen Variationen nachzuweisen. Als genetische
Marker werden dabei haufig SNP-Kombinationen in Form von Haplotypen verwendet
(Hirschhorn & Daly 2005; Bickebdéller & Fischer 2007; Manolio 2010).

Die Analyse von Haplotypen im Rahmen von Assoziationsstudien kann, aufgrund
bestimmter Eigenschaften von Haplotypen, Vorteile gegenuber der alleinigen
Analyse von SNPs bieten. Ein Haplotyp kann eine starkere Assoziation mit einer
Krankheit aufweisen als die Einzelanalyse der SNP-Allele vermuten lie3e. Dies ist
beispielsweise dann der Fall, wenn keines der haplotypbildenden Allele zur
eigentlichen Krankheit fuhrt, sondern der Haplotyp mit einer weiteren Variation
assoziiert ist, die in der Nahe der haplotypbildenden Allele liegt (Ziegler et al. 2010).
Sowohl Simulationsstudien als auch analytische Studien haben gezeigt, dass
Haplotypanalysen eine héhere Teststarke (Power) besitzen als die Analyse einzelner
SNPs. Dies gilt insbesondere dann, wenn es mehrere krankheitsassoziierte Allele
und Gene gibt oder Interaktionen zwischen mehreren Allelen vorliegen (Clark 2004;
Ziegler et al. 2010).

19



1.9 SNPs und deren Assoziation mit der KHK

In den letzten Jahren wurden in Fall-Kontroll- und Kohortenstudien zunehmend SNPs
identifiziert, die zu einem erhéhten KHK-Risiko beitragen (Topol 2006; Samani et al.
2007; Shiffman et al. 2008; Clarke et al. 2009).

Zahlreiche SNPs in Genen von Proteinen des Gerinnungssystems, des
Lipidstoffwechsels, der Elektrolyt- und Blutdruckregulation sowie von kardialen und
endothelialen Schlisselproteinen sind bisher mit einem erhdhten KHK-Risiko in
Verbindung gebracht worden. Dazu zahlen unter anderem das Apo(a)-Gen, das
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1-Gen sowie die Gene der endothelialen NO-
Synthase und der Lipoproteinlipase (Lusis 2000).

Je nach Lage und Nukleotidaustausch des entsprechenden SNP kénnen unter
anderem Genregulation, Splicing, Proteinstruktur und Proteinfunktion beeinflusst
werden (Buckland 2006). Beispielsweise fihrt das G-Allel des rs268-
Polymorphismus (A/G) im Codon 291 des Lipoproteinlipase-Gens, gegeniber dem
A-Allel, zum Austausch der Aminosaure Asparagin gegen Serin (N291S) und ist
gegenuber dem A-Allel mit einem erhdhten KHK-Risiko assoziiert (Wittrup et al.
1997; Wittrup et al. 1999; http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP 2012). Im Gen
der endothelialen NO-Synthase kommt es durch den rs1799983-Polymorphismus
(T/G), bei Vorliegen des T-Allels anstelle des G-Allels im Codon 298, zum Austausch
von Glutamat gegen Aspartat in der Priméarstruktur des Proteins. Fur das rs1799983-
T-Allel wurde eine Assoziation mit einem erhdhten KHK- und MI-Risiko festgestellt
(Hingorani et al. 1999; Colombo et al. 2002; Zhang et al. 2012). Liegen SNPs im
Bereich des Genpromotors auf3erhalb des kodierenden Abschnitts kénnen sie die
Transkription eines Gens beeinflussen. Dieser Mechanismus liegt mdglicherweise
dem Polymorphismus -603 (A/G) in der Promotorregion des ,tissue factor‘-Gens zu
Grunde. Das G-Allel dieses SNP ist mit einem erh6hten MI-Risiko und einer erh6hten

MRNA-Expression im Vergleich zum A-Allel assoziiert (Ott et al. 2004).
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1.10 Die SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion

Die drei Gene LPA (OMIM [Online Mendelian Inheritance in Man] 152200), LPAL2
(OMIM 611682) und SLC22A3 (OMIM 604842) liegen unmittelbar benachbart auf
dem langen Arm des Chromosoms 6 im Abschnitt 6g26-g27. Im Rahmen einer
genomweiten Haplotyp-Assoziationsstudie von Trégouét et al. (2009) wurde diese
Genregion als Risikolokus fur die KHK identifiziert.

Das LPA-Gen kodiert fur das Apo(a). Es hat eine Lange von 136 Kilobasen (kb)
und besitzt 40 Exonen. Das Gen kodiert fur drei verschiedene Transkripte. Eines
davon besteht aus 39 Exonen mit einer Lange von 6.414 bp und eines aus 40
Exonen mit einer Lange von 6.490 bp. Aus beiden Transkripten wird ein Protein mit
einer Primarstruktur von 2.040 Aminosauren erzeugt. Das dritte Transkript ist eine
verkurzte Version, die nicht translatiert wird. Es besteht aus 6 Exonen und hat eine
Lange von etwa 465 bp (http://www.ensembl.org/index.html 2012; http://www.ncbi.
nim.nih.gov/gene 2012). Im Bereich des LPA-Gens sind uber 2.500 genetische
Variationen dokumentiert. Dabei handelt es sich tberwiegend um SNPs (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP 2012). Neben der grofen Anzahl an punktuellen
Variationen wurde ein Langenpolymorphismus des LPA-Gens mit klinischer
Relevanz beschrieben (Erqou et al. 2010). Es handelt sich um den ,kringle IV type 2°
(KIV-2)-Langenpolymorphismus. Dieser ist definiert durch eine unterschiedliche
Anzahl an Kopien einer 5.5 kb-langen Sequenz (Repeat), die fur die cysteinreiche
KIV-2-Struktur kodiert (Lackner et al. 1993). Es kdnnen zwischen 2 und mehr als 40
Kopien der KIV-2-Struktur vorliegen (Nordestgaard et al. 2010). Dies fiuhrt zu
unterschiedlich grol3en Apo(a)-Isoformen mit einer Grél3e zwischen 250 bis 900 kDa
(McLean et al. 1987; Lackner et al. 1993). Die Anzahl an KIV-2-Kopien korreliert
dabei invers mit dem Lp(a)-Spiegel (Utermann 1989; Nordestgaard et al. 2010) und
es wird davon ausgegangen, dass der interindividuelle Unterschied in der H6he des
Lp(a)-Spiegels zum grolRen Teil auf diesen Polymorphismus zurickzufihren ist
(Boerwinkle et al. 1992; Kamstrup et al. 2009). Fiur Apo(a)-Isoformen mit einer
geringen Anzahl an KIV-2-Kopien (22 Kopien) wurde, im Vergleich zu Isoformen mit
einer hohen Anzahl an KIV-2-Kopien (>22 Kopien), eine Assoziation mit einem
erhohten KHK- und MI-Risiko nachgewiesen (Holmer et al. 2003; Erqou et al. 2010).
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Die unterschiedliche Anzahl an KIV-2-Kopien ist mit bestimmten SNPs im LPA-
Gen assoziiert. Dazu gehoren die SNPs rs3798220 und rs10455872. Der SNP
rs3798220 (T/C) liegt in einem kodierenden Abschnitt des LPA-Gens. Das
rs3798220-C-Allel fuhrt gegentber dem T-Allel zum Austausch der Aminosaure
Isoleucin gegen Methionin (14399M) in der proteasenahnlichen Doméne des Apo(a)-
Proteins (Luke et al. 2007; Chasman et al. 2009; Clarke et al. 2009). Der SNP
rs10455872 (A/G) liegt in einer nichtkodierenden Region des LPA-Gens (Clarke et al.
2009). Fur die Allele rs3798220-C und rs10455872-G wurde sowohl eine Assoziation
mit einer geringeren Anzahl an KIV-2-Kopien als auch eine Assoziation mit erhéhten
Lp(a)-Spiegeln nachgewiesen (Luke et al. 2007; Chasman et al. 2009; Clarke et al.
2009). In der Arbeit von Clarke et al. (2009) wiesen homozygote Trager des
rs3798220-C-Allels zwischen 19 und 21 KIV-2-Kopien auf, bei homozygoten Tragern
des rs10455872-G-Allels fanden sich 17 bis 20 KIV-2-Kopien.

Beim LPAL2-Gen (lipoprotein(a)-like 2, pseudogene) handelt es sich um ein
Pseudogen mit einer Lange von etwa 59 kb (http://www.ensembl.org/index.html
2012). Das Gen weist eine groRe Ahnlichkeit zum LPA-Gen auf, allerdings besitzen
die Transkripte dieses Gens ein verkiurztes offenes Leseraster (,open reading
frame®). Dies fuhrt zur Entstehung von Nonsense-Genprodukten, die dem Abbau
zugefuhrt werden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igene 2012). Bei den Uber 900
beschriebenen genetischen Variationen in der Region des LPAL2-Gens handelt es
sich hauptséchlich um SNPs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP 2012).

Das SLC22A3-Gen (solute carrier family 22, member 3) hat eine Lange von
ungefahr 108 kb und enthalt 11 Exonen. Zwei verschieden lange Transkripte des
Gens sind bekannt. Die zugehérigen Proteine besitzen eine Lange von 556 und 557
Aminosauren (http://www.ensembl.org/index.html 2012). Bei den dber 1.700
dokumentierten genetischen Variationen in dieser Genregion handelt es sich
ebenfalls tGberwiegend um SNPs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP 2012).
Das Gen kodiert fur einen Transporter aus der Familie der ,organic cation
transporters® (OCT) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene 2012), der auch als
extraneuronaler Monoamintransporter bezeichnet wird (Vialou et al. 2004). Diese
Transporter sind an der zellularen Aufnahme und Elimination einer Vielzahl von
physiologisch im Korper vorkommenden und korperfremden kationischen
Substanzen beteiligt (Vialou et al. 2004). Wahrend die Subtypen OCT1 und OCT2
hauptsachlich in Leber, Niere und Dinndarm gefunden wurden, zeigt der vom
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SLC22A3-Gen kodierte Subtyp OCT3 ein vermehrtes Vorkommen in Herz, Gehirn
und Plazenta. Es wurde beschrieben, dass OCT3 Noradrenalin, Serotonin und
Histamin transportiert und somit an der Monoamin-Homa@ostase in vivo beteiligt sein
konnte (Grindemann et al. 1998; Grindemann et al. 1999). Aul3erdem spielt der
OCT3-Transporter eine Rolle bei der Regulation der Flussigkeits-Homdostase und
der Regulation der Plasmaosmolaritat (Vialou et al. 2004).

1.11 Genetische Analyse der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion

Trégouét et al. (2009) identifizierten mittels einer genomweiten Haplotypanalyse die
SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf dem Chromosom 6 als Risikolokus fur die
KHK. Im Rahmen dieser Haplotypanalyse wurden die vier SNPs rs2048327,
rs3127599, rs7767084 und rs10755578 sowie die daraus gebildeten Haplotypen
untersucht. Fir rs2048327 wurde von Trégouét et al. (2009) eine Assoziation mit der
KHK nachgewiesen, fur die anderen drei SNPs wurde keine Assoziation festgestellt.
Haplotypen mit einer H&aufigkeit von mehr als einem Prozent (insgesamt sieben
Haplotypen) wurden in die statistische Auswertung von Trégouét et al. (2009)
eingeschlossen. Diese sieben Haplotypen und ihre Haufigkeit werden in Tabelle 3
gezeigt. Zwei der sieben Haplotypen (CTTG und CCTC) waren mit einem erhéhten
KHK-Risiko assoziiert. Dieser Effekt war jedoch durch keinen der vier

haplotypbildenden SNPs alleine ausreichend zu erklaren (Trégouét et al. 2009).
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Tabelle 3: Die hdufigsten Haplotypen in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion in der
Arbeit von Trégouét et al. (2009)

rs2048327 rs3127599 rs7767084 rs10755578  Haufigkeit®

C C 47,8%
16,7%
15,4%
11,5%

3,2%

O o =4 o -+
4 4 4 0o 4 -+
O 0 0 6 o

2,4%

- o0 o 4 0o o -

T T C 1,5%

#Haufigkeit der Haplotypen in der Gesamtpopulation von Trégouét et al. (2009)

1.12 Ziel der Arbeit

Die SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf dem Chromosom 6 wurde als ein
Risikolokus fur die KHK identifiziert. Bestimmte genetische Variationen im LPA-Gen
stehen im Zusammenhang mit erhéhten Lp(a)-Spiegeln und fur erhdhte Lp(a)-
Spiegel wurde eine Assoziation mit der KHK gezeigt.

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine Assoziation der sechs
SNPs rs2048327, rs3127599, rs3798220, rs7767084, rs10755578 und rs10455872
in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion mit dem AMI, als akute Manifestationsform
der KHK, nachzuweisen. Als Studienpopulation dienten 2.136 AMI-Patienten und
1.211 Kontrollpersonen mit unauffalligem Befund in der Koronarangiographie, die am
Deutschen Herzzentrum Minchen sowie am Klinikum rechts der Isar rekrutiert
wurden. Als zweites Ziel sollte eine Assoziation von Haplotypen, bestehend aus den
vier SNPs rs2048327, rs3127599, rs7767084 und rs10755578, mit dem AMI gezeigt
werden. Diese Haplotypen erfassen einen grof3en Teil der Gesamtvariation in der
SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion. Unter der Voraussetzung einer bestehenden
Assoziation von Haplotypen der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion mit dem AMI,

sollte als drittes und wichtigstes Ziel der Arbeit der Nachweis erbracht werden, dass
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eine Korrelation der SNPs rs3798220 und rs10455872 im LPA-Gen mit Haplotypen
der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion besteht und somit ein mdglicher Einfluss von
Haplotypen in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf das AMI-Risiko zum Teil

durch diese beiden SNPs erklart werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1 AMI-Patienten und Kontrollpersonen

Die untersuchte Studienpopulation bestand aus Europaern mit grof3tenteils (90%)
deutscher Abstammung. Alle Studienteilnehmer wurden im Zeitraum 1993 bis 2002
am Deutschen Herzzentrum Munchen oder der 1. Medizinischen Klinik des Klinikums
rechts der Isar der Technischen Universitat Muinchen rekrutiert. 3.605
Studienteilnehmer wurden nach einer Koronarangiographie in die Gruppe der
Patienten mit AMI oder in die Kontrollgruppe eingeteilt. 97,3% (n=3.508) der
Teilnehmer gaben ihr schriftliches Einverstandnis flr genetische Analysen. Von
keinem der Teilnehmer wurde das Einverstandnis zuriickgenommen. Blutproben zur
DNA-Isolierung wurden von 95,4% (n=3.347) derjenigen Personen gewonnen, die ihr
Einverstandnis zur Teilnahme gegeben hatten. Aus diesem Personenkreis,
bestehend aus 2.136 Patienten mit AMI und 1.211 Kontrollpersonen, setzte sich die
Studienpopulation zusammen.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der Technischen Universitat Minchen genehmigt und stand im Einklang mit den
Prinzipien der aktuellen Fassung der Deklaration von Helsinki (http://www.wma.
net/en/30publications/10policies/b3/index.html 2011).

2.2 Definitionen

Die Diagnose des AMI wurde gestellt, wenn thorakale Schmerzen mit einer Dauer
von uber 20 Minuten in Kombination mit ST-Segment-Hebungen oder pathologischen
Q-Zacken im Oberflachen-Elektrokardiogramm vorlagen. Bei allen Patienten wurde
eine Koronarangiographie durchgeftihrt. Um in die Studie eingeschlossen zu werden,
musste bei den Patienten entweder ein Verschluss einer, mit dem Ml
korrespondierenden Arterie, in der Koronarangiographie nachgewiesen werden oder

regionale Bewegungsstorungen der Herzwand, in einem mit der elektrokardio-
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graphischen Infarktlokalisation korrespondierenden Areal, vorliegen. Die Diagnose
des AMI wurde zusatzlich durch den Anstieg der MB-Fraktion der Kreatinkinase oder
des Troponin T Uber den Referenzbereich hinaus bestéatigt.

Fur die Zuteilung der Probanden zur Kontrollgruppe mussten mehrere Kriterien
erfullt sein. In der koronarangiographischen Untersuchung war erforderlich, dass die
Probanden einen unauffalligen Befund der HerzkranzgefaRe hatten oder nur
geringfigige Veradnderungen der GefaBwande mit einer Reduktion des
Gefalldurchmessers von weniger als 10% vorlagen. Zusatzlich durften die
Probanden keinen MI in der medizinischen Vorgeschichte haben, keine Ml-typischen
Symptome zeigen und weder regionale Bewegungsstorungen der Herzwand noch
elektrokardiographische AMI-Zeichen aufweisen. Die Koronarangiographie wurde bei
den Kontrollpersonen zur differentialdiagnostischen Abklarung von thorakalen
Schmerzen durchgefuhrt.

Systemische arterielle Hypertonie wurde als Einnahme einer antihypertensiven
Medikation oder als systolischer Blutdruck = 140 mmHg und / oder diastolischer
Blutdruck = 90 mmHg definiert (Chalmers et al. 1999). Die erhéhten Blutdruckwerte
mussten bei mindestens zwei separaten Messungen vorliegen. Hypercholesterin-
amie wurde als ein Gesamtcholesterinwert im Serum = 240 mg/dl (6,2 mmol/l) oder
als Einnahme von cholesterinsenkenden Medikamenten entsprechend den
Definitionen und Informationen der ,Thrombolysis In Myocardial Infarction (TIMI)
Study Group“ im Dokument ,TIMI definitions for commonly used termes in clinical
trials“  (http://www.timi.org/wp-content/uploads/2010/10/TIMI-Definitions.pdf 2013)
definiert. Probanden, die nach eigener Aussage in den letzten sechs Monaten
regelmaRig geraucht hatten, wurden als Raucher bezeichnet. Das Vorliegen eines
Diabetes mellitus wurde als derzeitige Behandlung mit Insulin oder oralen
Antidiabetika definiert. Bei Personen, die nur mit Erndhrungsumstellung behandelt
wurden, wurde zusatzlich ein dokumentierter abnormaler Wert der Nuchternglucose
oder ein abnormaler oraler Glucosetoleranz-Test, basierend auf den Kriterien der
Weltgesundheitsorganisation, bendtigt (WHO 1985).
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2.3 Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wurde genomische DNA der Studienteilnehmer verwendet.
Die DNA war aus Blutproben der Probanden aus peripheren Blutleukozyten mit Hilfe
von kommerziell erhaltlichen Reagenzien (Nucleo-Spin Blood Quick Pure; Macherey-
Nagel) extrahiert, bei -25 °C gelagert und fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt
worden.

Zur Genotypisierung der sechs Polymorphismen rs2048327, rs3127599,
rs7767084, rs10755578, rs3798220 und rs10455872 in der Studienpopulation wurde
die TagMan-Methode eingesetzt, die eine Kombination aus der Polymeraseketten-
reaktion (PCR) und der 5-Nuklease Reaktion darstellt (Livak 1999; de Kok et al.
2002). Im Folgenden wird die TagMan-Methode erlautert, die in Abbildung 1
veranschaulicht wird.

Fir die TagMan-Methode werden, neben den fur eine PCR bendtigten
Reagenzien (darunter ein Primerpaar) zwei DNA-Sonden bendtigt, von denen die
eine spezifisch flr das haufigere und die andere spezifisch fir das seltenere Allel
eines SNP ist. Bei den Sonden handelt es sich um Oligonukleotide mit einer Lange
von 14-22 Basen, deren Basensequenz komplementar zum DNA-Abschnitt ist, der
die polymorphe Sequenz beinhaltet. Die Sonden tragen an ihrem 5-Ende ein
Reportermolekll, welches durch Licht einer bestimmten Wellenlange zur
Fluoreszenz angeregt werden kann. Von den beiden allelspezifischen Sonden, die
pro SNP verwendet werden, ist die eine mit dem Reportermolekil 6-FAM (6-
Carboxyfluorescein), die andere mit dem Reportermolekil VIC (Fluoreszenzfarbstoff
der Firma Applied Biosystems), markiert. Die Reportermolekile 6-FAM und VIC
unterscheiden sich in ihren Fluoreszenzeigenschaften und erméglichen dadurch bei
der spateren Auswertung die Unterscheidung der beiden Allele eines SNP. Die
Fluoreszenzeigenschaften der beiden verwendeten Reportermolekiile sind in Tabelle

4 dargestellt.
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Abbildung 1: Die TagMan-Methode

a: Primer, Sonden und doppelstrédngige Original-DNA
b: Denaturierte einzelstrangige Original-DNA, Primer und Sonden vor der Hybridisierung
c¢: Primerelongation, Abbau der passgenauen (vollstandig komplementaren) Sonde und Freisetzung des

Reportermolekiils
(Abbildung modifiziert in Anlehnung an eine Darstellung aus ,,Applied Biosystems — Product Bulletin — TagMan Genotyping
Assays®; online verfiigbar unter http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/cms_040597.pdf 2012)
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Tabelle 4: Fluoreszenzeigenschaften der verwendeten Reportermolekiile

Reportermolekil Anregungswellenléange Emissionswellenlange
6-FAM 492 nm 517 nm
VIC 538 nm 554 nm

Am 3’-Ende tragen die Sonden einen nichtfluoreszierenden Quencher, der durch
seine raumliche N&he zum Reportermolekil dessen Fluoreszenz unterdrickt
(Lakowicz 2006). Zudem verfugen die Sonden am 3’-Ende Uber eine ,Minor-Groove-
Binder“-Gruppe, die durch Interaktion mit der kleinen Furche der DNA-Helix (,minor
groove“) den Komplex aus einzelstrangiger Original-DNA und gebundener Sonde
stabilisiert und den Einsatz kirzerer Sonden ermoglicht (Afonina et al. 1997; de Kok
et al. 2002). Kirzere Sonden haben gegenuber lAngeren Sonden den Vorteil, dass
sich der Unterschied in der Denaturierungstemperatur (,melting temperature® Tp,)
zwischen spezifisch gebundenen Sonden und unspezifisch oder falsch gebundenen
Sonden erhéht und somit eine bessere Diskrimination der Allele erreicht wird
(Kutyavin et al. 2000).

Wie bei einer PCR werden bei der TagMan-Methode mehrere Zyklen, jeweils
bestehend aus den Phasen Denaturierung (,melting®), Hybridisierung (,annealing®)
und Elongation (,extension®), durchlaufen. Mit jedem Zyklus wird die Anzahl der
durch Forward- und Reverse-Primer festgelegten DNA-Abschnitte verdoppelt, so
dass es zu einem exponentiellen Anstieg der PCR-Produkte kommt. Nach der
Denaturierung erfolgt die Hybridisierung der Primer und Sonden an die DNA-
Einzelstrange. Wéahrend der darauf folgenden Primer-Elongation wird durch die
5'>3'-Exonukleaseaktivitait der Tag-Polymerase, die an den DNA-Strang
hybridisierte, vollkommen komplementdre Sonde hydrolysiert - nicht jedoch die
unvollstandig komplementare Sonde, die freigesetzt wird und intakt bleibt. Durch den
Abbau der passgenauen Sonde kommt es zur rAumlichen Trennung des Quenchers
und Reportermolekiils dieser Sonde und damit zu einer, fur die Messung relevanten,

Zunahme der Fluoreszenzintensitat des Reportermolekils.

Ein Reaktionsansatz fur die Genotypisierung mit der TagMan-Methode enthielt die
Lésung ,ABsolute QPCR ROX Mix“ (Thermo Fisher Scientific), ein Primerpaar
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(bestehend aus Forward- und Reverse-Primer), ein Sondenpaar sowie die Original-
DNA (,template”). Die Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden wurden mit
der ,Primer Express Software® (Version 2.0; Applied Biosystems) ermittelt, von
Applied Biosystems synthetisiert und vom Labor zur Verfigung gestellt. Tabelle 5
zeigt die Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden.

Der ,ABsolute QPCR ROX Mix“ enthielt die Thermo-Start DNA-Polymerase, eine
chemisch modifizierte ,hot-start“ Version der Tag-DNA-Polymerase. Diese bendétigt
einen Aktivierungsschritt bei 95°C, wodurch eine mogliche unspezifische DNA-
Amplifikation in der Vorbereitungsphase verhindert werden kann. Aul3erdem enthielt
der ,ABsolute QPCR ROX Mix“ eine Pufferkomponente, um eine geeignete
chemische Umgebung fur die Funktion und Stabilitat der DNA-Polymerase und der
DNA zu schaffen, Desoxyribonukleotidtriphosphate fir die Synthese des neuen DNA-
Stranges sowie Mg**-lonen, die fiir die Funktion der DNA-Polymerase benétigt
werden.

Bereits im Voraus waren fur jeden untersuchten SNP DNA-L6sungen als
Positivkontrollen (,Standards®) hergestellt worden. Dazu wurde DNA von zwei
Probanden mit bekanntem Genotyp verwendet, von denen einer homozygot fir das
haufigere Allel und der andere homozygot fur das seltenere Allel war.
Positivkontrollen waren zuvor aus mehreren verschiedenen DNA-Proben durch
Sequenzierung ermittelt worden und wurden zur Verfigung gestellt.

Bei der Herstellung des Reaktionsansatzes wurde zunachst eine Losung fur 100
Bestimmungen, bestehend aus ,ABsolute QPCR ROX Mix“, Forward- und Reverse-
Primer, zwei Sonden und DNA-freiem Wasser hergestellt (Tab. 6). Von dieser
Lésung wurden jeweils 15ul in jede Vertiefung einer 96-Loch-Platte gegeben. In 90
Positionen wurden DNA-Proben von Probanden mit unbekanntem Genotyp (je 2ul
DNA-LOsung), in 2 Positionen wurden Positivkontrollen fir das haufigere Allel (je 2pl
DNA-L6sung), in 2 Positionen wurden Positivkontrollen fir das seltenere Allel (je 2pl
DNA-LAsung) und in 2 Positionen wurden Negativkontrollen (je 2 ul steriles, DNA-

freies Wasser) gegeben.
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Tabelle 5: Ubersicht {iber die verwendeten Primer und Sonden

SNP

Allele

Primer (5'—3’)

TagMan-Sonden (5 —3’)*

rs2048327

rs3127599

rs3798220

rs7767084

rs10755578

rs10455872

T/IC

CIT

T/IC

T/C

CIG

AIG

GCCTTTCTGAGCAGGTTGGAT
GGAGGTCATTGCCTGGAACA

AACTTACTACATTTCCAGAATGGTAGGAA
GCTATCAATGCCACAAACCAGAA

GTGAGCGAGTACCTGCTTAGCTTT
CATCCTCATCTTTTCTAGGTCCTCAA

CCTGTCCCCAGGAGAGCAA
AGGTCTTGGGCTGGTCACTTTT

CATTGTCAGGCCACTGGAAATT

GGGAATATTTCAAAGACACTTGTTAAGACT

ACTCTCAGCTGCCTTCCTCCTT

CATGTTTGTCTTGGGTAACAAGTGA

FAM-TGCTCATGCTCAACA
VIC-CTGCTCACGCTCAA

FAM-TGTCCATCTGCTTACAAA
VIC-CATGTCCATCTACTTACAAA

FAM-CTAGACACTTCTATTTCCTGAA
VIC-TAGACACTTCCATTTCCTGA

FAM-TAGCTGTIGGCTTTC
VIC-ATAGCTGCGGCTTT

FAM-ATGTCCCTGAATATT
VIC-ATGTCCCTCAATATT

FAM-CAGAACCCAATGTGTTTA
VIC-AACCCAGTGTGTTTAT

*Unterstrichen sind jeweils die allelspezifischen Nukleotide.
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Tabelle 6: Zusammensetzung einer Losung (1500pl) fir 100 TagMan-Reaktionen
(ohne die DNA-L3sung)

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration*
Abssgj;eﬁiCR 850 ul 2-fach 1-fach
Forward-Primer 25,5 ul 20 uM 340 nM
Reverse-Primer 25,5 ul 20 pM 340 nM

MGB-Sonde (FAM) 15 pl 10 uM 100 nM
MGB-Sonde (VIC) 15 pl 10 pM 100 nM
H.O 569 pl

* Nach Zugabe von 2pl DNA-L&sung pro TagMan-Reaktion

Die Platten wurden mit einer selbstklebenden Folie verschlossen, um eine
Verdunstung des Reaktionsansatzes wéahrend der PCR zu verhindern. Um
Ruckstdnde des Reaktionsansatzes an den Wanden der Reaktionskammern zu
vermeiden und die Komponenten am Boden der Reaktionskammer zu konzentrieren,
wurden die Platten fir 10 Sekunden bei 1.500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge 5430). Der Reaktionsansatz wurde im Thermocycler einmalig
fur 10 Minuten auf 95°C erhitzt, um die Thermo-Start DNA-Polymerase zu aktivieren.
Danach erfolgten 40 PCR-Zyklen, bestehend aus je zwei Schritten. Im ersten Schritt
erfolgte flr 15 Sekunden bei 92°C die Denaturierung des Doppelstrangs der Original-
DNA. Im zweiten Schritt wurde der Reaktionsansatz fur eine Minute auf 60°C
abgekihlt, um die Hybridisierung der Primer und Sonden an die DNA-Einzelstrange
und die anschlieBende Primer-Elongation sowie den Abbau der hybridisierten
Sonden und damit die Freisetzung der Reportermolekiile zu erméglichen.

Im Anschluss an die 40 PCR-Zyklen erfolgte die automatisierte
Genotypbestimmung mit Hilfe der Fluoreszenzanalyse im ,ABI Prism 7000 Sequence
Detection System* (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung der Software
,ABI Prism 7000 SDS Software Version 1.0“. Durch Einstrahlung von Licht einer
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definierten Wellenlange wurden die freigesetzten Reportermolekile zur Fluoreszenz
angeregt und die Emissionsmaxima durch das ,,ABI Prism 7000 Sequence Detection

System® registriert.

2.4 Statistische Auswertung

Die Resultate der statistischen Auswertung wurden fir diese Arbeit zur Verfiigung
gestellt. Die statistische Auswertung bestand aus dem getrennten Vergleich von
Allel- und Haplotyphaufigkeiten zwischen der AMI-Gruppe und der Kontrollgruppe.
Diskrete Variablen wurden als absolute Werte bzw. prozentuale Werte angegeben
und mit Hilfe des y°Tests verglichen. Das Alter wurde als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben und mit einem t-Test fir unverbundene
Stichproben verglichen. Das allelbezogene ,0dds Ratio® (OR) und das 95%-
Konfidenzintervall (KI) des selteneren Allels wurden mittels logistischer Regression
berechnet. Innerhalb der Kontrollgruppe wurde jeder SNP auf Vorliegen des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts getestet. Mit Hilfe von Modellen fir multiple logistische
Regression wurde auf eine Assoziation zwischen SNPs und dem AMI, unabhangig
von mdoglichen verzerrenden StorgrofRen, getestet. Als Kovariablen dienten Alter,
Geschlecht, bekannter arterieller Hypertonus, bekannte Hypercholesterindmie,
Raucherstatus und Vorliegen eines Diabetes mellitus. Das korrigierte OR und die
95%-Wald-Konfidenzintervalle wurden auf Basis dieser Regressionsmodelle
berechnet.

Die Haplotypen wurden unter Verwendung der Genotypdaten mit der Software
PHASE rekonstruiert (Stephens et al. 2001). Die resultierenden Haplotyp-
Wahrscheinlichkeiten wurden verwendet, um die Assoziation mit dem AMI in einer
logistischen Regressionsanalyse zu uberprifen (Zaykin et al. 2002) und um die
Haplotyphaufigkeiten zu berechnen. Die Malizahlen fur das Kopplungs-
ungleichgewicht (D und r?) zwischen den haplotypbildenden SNPs wurden mit Hilfe
der Software Haploview berechnet (Barrett et al. 2005). Das Kopplungs-
ungleichgewicht (r?) zwischen den Haplotypen und den Allelen der SNPs rs3798220
und rs10455872 wurde mit der Software MIDAS (Gaunt et al. 2006) abgeschétzt.
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Dazu wurde die bestmogliche Haplotyp-Rekonstruktion verwendet, die mit der

PHASE Software ermittelt worden war.

2.5 Gerate und Materialien

PCR-Thermocycler:

Thermal Cycler 2720 Applied Biosystems, Darmstadt
GeneAmp PCR System 9600 Applied Biosystems, Darmstadt
GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Darmstadt

Gerat und Software fir die Fluoreszenzanalyse:

ABI Prism 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Darmstadt
ABI Prism 7000 SDS Software Version 1.0  Applied Biosystems, Darmstadt

Zentrifugen:

Eppendorf Centrifuge 5430 Eppendorf AG, Hamburg

Mikrozentrifuge Al4 Jouan, Unterhaching

Mixer:

Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc.,
Bohemia, N.Y.

35



Pipetten:
Eppendorf Research

Eppendorf Reference

Eppendorf Multipette plus

PCR-Reagenzien:

ABsolute QPCR ROX Mix

Primer und TagMan-Sonden

DNA-Proben der Studienpopulation

Verbrauchsmaterialien:

Selbstklebende Folie fiir 96-Loch-Platten
PCR-Platten (96-Loch-Platten)

ReaktionsgefalRe und Spitzen

36

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific,

Epsom, Surrey U.K.

Applied Biosystems, Darmstadt
Vom Labor zur Verfigung gestellt

G. Kisker GbR, Steinfurt
G. Kisker GbR, Steinfurt
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3. Ergebnisse

3.1 AMI- und Kontrollgruppe

In der untersuchten Studienpopulation (n=3.347) unterschieden sich die AMI-Gruppe
(n=2.136) und die Kontrollgruppe (n=1.211) in mehreren Charakteristika. Diese sind
in Tabelle 7 dargestellt. Die AMI-Gruppe bestand aus 560 Frauen und 1.576
Mannern, die Kontrollgruppe beinhaltete 598 Frauen und 613 Méanner. Damit war der
Anteil an Frauen unter den AMI-Patienten signifikant geringer als in der
Kontrollgruppe. Ebenso war das Durchschnittsalter in der AMI-Gruppe signifikant
hoher als in der Kontrollgruppe. Der Anteil der aktiven Raucher war in der
Kontrollgruppe geringer als unter den Patienten. Die AMI- und die Kontrollgruppe
unterschieden sich auBerdem in der Verteilung der kardiovaskularen Risikofaktoren
Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und Hypercholesterindmie, deren Anteil unter

den AMI-Patienten hdher war.

Tabelle 7: Charakteristika von AMI- und Kontrollgruppe

AMI-Gruppe Kontrollgruppe

P
(n=2.136) (n=1.211)
Alter 63,0+ 12,5 60,3+ 11,9 < 0,0001
Frauen 560 (26,2%) 598 (49,4%) < 0,0001
Raucher 1.136 (53,2%) 184 (15,2%) < 0,0001
Hypercholesterindmie 1.221 (57,2%) 602 (49,7%) <0,0001
Arterielle Hyertonie 1.197 (56,0%) 589 (48,6%) <0,0001
Diabetes mellitus 375 (17,6%) 65 (5,4%) < 0,0001

Alter: Durchschnittsalter + Standardabweichung; alle anderen Variablen: Absolute Zahlen (prozentualer
Anteil)
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3.2 Genotypanalyse

In der Studienpopulation wurde eine Genotypisierung der sechs SNPs rs2048327,
rs3127599, rs3798220, rs7767084, rs10755578 und rs10455872 in der SLC22A3-
LPAL2-LPA-Genregion mit der TagMan-Methode durchgefuihrt. Zur Uberprifung der
Korrektheit der TagMan-Methode wurde zunachst fir jeden der sechs untersuchten
SNPs der Genotyp von 100 zuféllig ausgewahlten DNA-Proben von einer anderen
Person durch Sequenzierung bestimmt. Die spatere Gegenuberstellung der
Sequenzierdaten und der TagMan-Ergebnisse zeigte in allen Fallen eine
Ubereinstimmung der Genotypen von 100%.

Mit dem ,ABI Prism 7000 Sequence Detection System“ und der zugehdrigen
Software (ABI Prism 7000 SDS Software Version 1.0) erfolgte eine automatisierte
Registrierung der Emissionsmaxima aller Proben auf einer 96-Loch-Platte und ihre
graphische Darstellung. Die Software ermdglichte es jedem registrierten Signal die
entsprechende Position auf der 96-Loch-Platte zuzuordnen. Abbildung 2 zeigt die
graphische Darstellung der registrierten Emissionsmaxima durch die verwendete
Software sowie den ersten Schritt der Auswertung einer 96-Loch-Platte am Beispiel
des SNP rs3127599: die Signale der Positiv- und Negativkontrollen werden anhand
ihrer bekannten Positionen auf der 96-Loch-Platte festgestellt und farbig markiert
(Abb. 2); die 90 DNA-Proben mit unbekanntem Genotyp sind noch nicht farblich
hervorgehoben und durch ein schwarzes X dargestellt (Abb. 2).
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Allelic Discrimination
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Abbildung 2: Anzeige der Positivkontrollen und Negativkontrollen

Anzeige erfolgt am Beispiel einer 96-Loch-Platte fiir den SNP rs3127599. Die 90 DNA-Proben mit
unbekanntem Genotyp sind durch ein schwarzes X dargestellt. (ABI Prism 7000 SDS Software Version 1.0)

Im zweiten Schritt wurde den 90 DNA-Proben mit unbekanntem Genotyp manuell
ein Genotyp zugeordnet, indem das Fluoreszenzverhalten der Proben mit dem der
Positivkontrollen verglichen wurde. Abbildung 3 zeigt das Resultat der manuellen
Genotyp-Zuordnung am Beispiel des SNP rs3127599: Proben, deren Fluoreszenz-
signal im Bereich der CC-Positivkontrollen liegt, wird der Genotyp CC zugeordnet
(Abb. 3); Proben, deren Fluoreszenzsignal im Bereich der TT-Positivkontrollen liegt,
wird der Genotyp TT zugeordnet (Abb. 3); Proben, deren Fluoreszenzsignal im
Bereich zwischen den Signalen der beiden homozygoten Bereiche liegt, wird der
heterozygote Genotyp CT zugeordnet (Abb. 3). Fur den heterozygoten Genotyp
wurde keine Positivkontrolle verwendet, da die Fluoreszenzsignale der
heterozygoten Proben bei der graphischen Darstellung im Bereich zwischen den
Signalen der homozygoten Proben erwartet wurden. Dieses Vorgehen ermdéglichte
es, allen 90 DNA-Proben mit unbekanntem Genotyp auf einer 96-Loch-Platte
eindeutig einen Genotyp zuzuordnen. Fur die anderen SNPs wurde die gleiche
Vorgehensweise bei der Zuordnung des Genotyps angewandt und es ergaben sich
entsprechende Grafiken.
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Abbildung 3: Typisches Genotypisierungsresultat einer 96-Loch-Platte
Anzeige erfolgt fur den SNP rs3127599. (ABI Prism 7000 SDS Software Version 1.0)

Zum Zweck einer stichprobenartigen Prufung auf Korrektheit von Probenverarbeitung
und Datenermittlung wurde eine partielle Re-Genotypisierung mit Hilfe von DNA, die
in einem zweiten, unabhangigen Isolierungsprozess aus den urspringlichen
Blutproben gewonnen worden war, durchgefuhrt. Von einer zweiten Person wurde flr
20% der Studienteilnehmer der Genotyp der sechs SNPs erneut bestimmt. Durch
diese Vorgehensweise wurde eine hohe Objektivitdit der Datenermittlung
gewahrleistet. Es zeigte sich, dass die Resultate der Erstbestimmung und Re-

Genotypisierung vollstandig Ubereinstimmten.

3.3 Genotypverteilung in der AMI- und Kontrollgruppe

Die Lage der sechs untersuchten SNPs rs2048327 (SLC22A3), rs3127599 (LPAL?2),
rs3798220 (LPA), rs7767084 (LPA), rs10755578 (LPA) und rs10455872 (LPA) in der
SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion wird in Abbildung 4 gezeigt. Die Verteilung der
Genotypen der sechs untersuchten Polymorphismen in der AMI- und Kontrollgruppe
wird in Tabelle 8 dargestellt. In der Kontrollgruppe wurde fir jeden SNP ein Test auf
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht durchgefiihrt. Bei einem
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Schwellenwert fir eine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
von P=0,009 (6 SNPs) ergab sich fur keinen der SNPs in der Kontrollgruppe eine
signifikante Abweichung der Genotypverteilung (Tab. 8).

SLC22A3 LPAL2 LPA
rs3798220
rs7767084
rs2048327 rs3127599 rs10755578 rs10455872
| : II I I|. I II III IIIII | II II : III II IIIII III : III IIIII Il III I
160.760.000 160.800.000 160.850.000 160.900.000 160.950.000

Abbildung 4: Position der untersuchten SNPs in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion

Dargestellt sind die SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf dem langen Arm von Chromosom 6 und die
Positionen der analysierten SNPs. Blau dargestellte SNPs wurden in die Haplotypanalyse miteinbezogen. Die rot
dargestellten SNPs wurden nicht in die Haplotypanalyse miteinbezogen, sondern auf eine Korrelation mit den
haufigsten Haplotypen getestet. Exonen der Gene sind in Abhéngigkeit ihrer GroRe als vertikale Linien
unterschiedlicher Dicke dargestellt. Die Abbildung basiert auf Genome Build 36.3 und wurde mit Hilfe von
online verfugbaren Informationen des HapMap Consortiums erstellt (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov).
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Tabelle 8: Verteilung der Genotypen in AMI- und Kontrollgruppe

SNP?
(Position?) Genotyp AMI-Gruppe Kontrollgruppe Phwe"

TT 869 (40,7%) 501 (41,4%)
rs2048327 TC 967 (45,3%) 579 (47,8%) 0,057
(160.783.522) cC 300 (14,0%) 131 (10,8%)

cC 1.028 (48,1%) 625 (51,6%)
rs3127599 cT 899 (42,1%) 510 (42,1%) 0,036
(160.827.124) - 209 (9,8%) 76 (6,3%)

TT 2.032 (95,1%) 1.178 (97,3%)
r$3798220 1o 104 (4,9%) 33 (2,7%) 1,00
(160.881.127) 0 0

TT 1.497 (70,1%) 820 (67,7%)
rs7767084 590 (27,6%) 359 (29,6%) 0,32
(160.882.493) 49 (2,3%) 32 (2,6%)

cc 594 (27,8%) 338 (27,9%)
rs10755578 1.054 (49,3%) 619 (51,1%) 0,34
(160.889.728) 488 (22,8%) 254 (21,0%)

AA 1.821 (85,3%) 1.084 (89,5%)
rs10455872 A 302 (14,1%) 123 (10,2%) 0,80
(160.930.108) 13 (0,6%) 4 (0,3%)

®SNP Identifikationsnummer nach der ,,National Center for Biotechnology Information SNP

database“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).
®Position der SNPs auf Chromosom 6 (genome build 36.3)

°P-Wert fiir den Test auf Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg
Equilibrium, HWE) in der Kontrollgruppe

3.4 Allelhaufigkeit und Risikoabschatzung

Die Haufigkeiten der Allele der sechs Polymorphismen in der AMI- und Kontroll-
gruppe werden in Tabelle 9 gezeigt. Fur die drei SNPs rs3127599, rs3798220 und
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rs10455872 bestand eine Assoziation mit dem AMI bei einer Signifikanzschwelle von
P=0,05 (Tab. 9). Der SNP rs3127599 liegt im LPAL2-Gen, rs3798220 und
rs10455872 liegen im LPA-Gen (Abb. 4). Fur das Allel rs3127599-T ergab sich ein
OR von 1,18 (95% KI 1,06-1,32), fur das Allel rs3798220-C errechnete sich ein OR
von 1,81 (95% KI 1,22-2,68) und fur das Allel rs10455872-G ein OR von 1,45 (95%
Kl 1,18-1,79). Die drei Ubrigen SNPs rs2048327, rs7767084 und rs10755578 zeigten

keine Assoziation mit dem AMI (Tab. 9).
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Tabelle 9: Allelhdufigkeit und Risikoabschatzung

SNP?

Allele®

AMI-Gruppe (4.272 Allele)

Kontrollgruppe (2.422 Allele)

Haufigeres Allel

Selteneres Allel

Haufigeres Allel Selteneres Allel

OR (95% KiI)®

P

rs2048327
rs3127599
rs3798220
rs7767084
rs10755578

rs10455872

T>C
C>T
T>C
T>C
C>G

A>G

2.705 (63,3%)
2.955 (69,2%)
4.168 (97,6%)
3.584 (83,9%)
2.242 (52,5%)

3.944 (92,3%)

1.567 (36,7%)
1.317 (30,8%)
104 (2,4%)
688 (16,1%)
2.030 (47,5%)

328 (7,7%)

1.581 (65,3%)
1.760 (72,7%)
2.389 (98,6%)
1.999 (82,5%)
1.295 (53,5%)

2.291 (94,6%)

841 (34,7%)
662 (27,3%)
33 (1,4%)
423 (17,5%)
1.127 (46,5%)

131 (5,4%)

1,09 (0,98-1,21)
1,18 (1,06-1,32)
1,81 (1,22-2,68)
0,91 (0,79-1,04)
1,04 (0,94-1,15)

1,45 (1,18-1,79)

0,11
0,0026
0,0029
0,15
0,44

0,00042

Angaben fiir OR, 95% KI und P-Wert beziehen sich auf die univariate Analyse.

#SNP Identifikationsnummer nach der ,,National Center for Biotechnology Information SNP database* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP;

2012).

® Haufigeres und selteneres Allel in der Studienpopulation.

°0dds Ratio und 95%-Konfidenzintervall fiir das seltenere Allel.
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3.5rs2048327 und der AMI

Die prozentuale Verteilung der Allelfrequenzen fur rs2048327 im SLC22A3-Gen wird
in der Abbildung 5 dargestellt. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der
Verteilung der Allele (P=0,11) zwischen den Patienten mit AMI und der
Kontrollgruppe. Fur das Allel rs2048327-C ergab sich ein OR von 1,09 (95% KI 0,98-

1,21). Eine Assoziation von rs2048327 mit dem AMI war deshalb nicht nachweisbar.

[%] 100 - OAMI-Gruppe
80 + 633 65,3 mKontrollgruppe
40 | 36,7 34,7
0
T-Allel C-Allel

Abbildung 5: Allelfrequenzen des SNP rs2048327

3.6 rs3127599 und der AMI

Abbildung 6 zeigt die prozentuale Verteilung der Allelfrequenzen fur rs3127599 im
LPAL2-Gen. Es bestand ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Allele
zwischen Patienten mit AMI und der untersuchten Kontrollgruppe (P=0,0026). Dabei
errechnete sich fir das Risikoallel rs3127599-T ein OR von 1,18 (95% KI 1,06-1,32).
Nach Korrektur fur die kardiovaskularen Risikofaktoren Alter, Geschlecht, arterielle
Hypertonie, Hypercholesterinamie, Rauchen und Diabetes mellitus war diese
Assoziation jedoch nicht mehr nachweisbar (P=0,18). Fur die Trager des Risiko-
Allels ergab sich ein korrigiertes OR von 1,15 (95% Kl 0,94-1,42).
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[%] 100 - OAMI-Gruppe
80 69,2 12,7 mKontrollgruppe

60 -
40 - 30,8 273
0

C-Allel T-Allel

Abbildung 6: Allelfrequenzen des SNP rs3127599

3.7 rs3798220 und der AMI

Von den sechs in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen ist der SNP rs3798220
der einzige, der sich in einem kodierenden DNA-Abschnitt (LPA) befindet. Abbildung
7 zeigt die prozentuale Verteilung der Allelfrequenzen. Es zeigte sich eine
signifikante Assoziation von rs3798220-C mit dem AMI (P=0,0029). Fir das
Risikoallel wurde ein erhdhtes Risiko fir den AMI mit einem OR von 1,81 (95% KiI
1,22-2,68) festgestellt. Nach Korrektur fur die haufigen kardiovaskularen
Risikofaktoren (siehe 3.6) ergab sich eine hoch signifikante Assoziation mit dem AMI
(P=0,0008) mit einem korrigierten OR von 2,14 (95% KI 1,37-3,33). Von allen in
dieser Arbeit untersuchten SNPs zeigt das Allel rs3798220-C damit die starkste
Risikoerhéhung fur den AMI.
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[%] 100 97,6 98,6 OAMI-Gruppe
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P=0,0029
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40 +
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T-Allel C-Allel

Abbildung 7: Allelfrequenzen des SNP rs3798220

3.8 rs7767084 und der AMI

In Abbildung 8 wird die prozentuale Verteilung der Allelfrequenzen von rs7767084 im
LPA-Gen dargestellt. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der
Allele zwischen Patienten mit AMI und der Kontrollgruppe (P=0,15). Das OR fur das
seltenere Allel rs7767084-C betrug 0,91 (95% KI 0,79-1,04). Somit liel3 sich keine

Assoziation mit dem AMI nachweisen.

[%] 100 - 839 825 OAMI-Gruppe
80 - ’ ’ mKontrollgruppe
60 -
40 -
20 | 16,1 17,5
0 N
T-Allel C-Allel

Abbildung 8: Allelfrequenzen des SNP rs7767084
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3.9rs10755578 und der AMI

Die prozentuale Verteilung der Allelfrequenzen von rs10755578 im LPA-Gen wird in
Abbildung 9 gezeigt. Die Verteilung der Allele bei Patienten mit AMI und der
Kontrollgruppe unterschieden sich nicht signifikant (P=0,44). Das OR fur das
seltenere Allel rs10755578-G betrug 1,04 (95% KI 0,94-1,15). Es lie3 sich keine

Assoziation mit dem AMI nachweisen.

[%] 100 OAMI-Gruppe
80 mKontrollgruppe
60 - 52,5 535 475 465 P= 0,44
40 -
20 -
0

C-Allel G-Allel

Abbildung 9: Allelfrequenzen des SNP rs10755578

3.10 rs10455872 und der AMI

Die prozentuale Verteilung der Allelfrequenzen von rs10455872 wird in Abbildung 10
dargestellt. Dieser SNP befindet sich im Intron 25 des LPA-Gens. Er war in der
vorliegenden Arbeit signifikant mit dem AMI assoziiert (P=0,00042). Fir das Risiko-
Allel 10455872-G ergab sich ein OR von 1,45 (95% KI 1,18-1,79). Nach Korrektur fur
die haufigen kardiovaskularen Risikofaktoren (siehe 3.6) zeigte sich eine noch
starkere und weiterhin hoch signifikante Assoziation mit dem AMI (P<0,00001) bei
einem korrigierten OR von 1,74 (95% Kl 1,36-2,24).
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Abbildung 10: Allelfrequenzen des SNP rs10455872

3.11 Haufigkeiten der Haplotypen und Assoziation mit dem AMI

Basierend auf den vier Polymorphismen rs2048327, rs3127599, rs7767084 und
rs10755578 in der SLC22A3-LPAL2-LPA Genregion auf Chromosom 6 wurde eine
Haplotypanalyse durchgefihrt. Sieben Haplotypen (TCTC, CCCG, CTTG, TTTG,
CCTG, CCTC und TTTC) kamen mit einer Haufigkeit von mehr als einem Prozent in
der untersuchten Studienpopulation vor (Tab. 10). Von diesen sieben haufigsten
Haplotypen wurde fir vier (TCTC, CTTG, CCTC und TTTC) eine Assoziation mit
dem AMI nachgewiesen.

Unter den funf relativ haufigen Haplotypen (Haufigkeit > 10%) waren der TCTC-
Haplotyp (P=0,017) und der CTTG-Haplotyp (P=0,0022) mit dem AMI assoziiert. Flr
den TCTC-Haplotyp (47,3%), welcher am haufigsten in der Studienpopulation
vorkam, wurde eine signifikante Risikoreduktion fir den AMI, mit einem OR von 0,89
(95% KI 0,80-0,98), festgestellt. Der CTTG-Haplotyp (14,7%) war mit einem erhdhten
AMI-Risiko mit einem zugehdérigen OR von 1,25 (95% KI 1,08-1,45) assoziiert.

Unter den relativ seltenen Haplotypen (Haufigkeit < 5%) zeigten der CCTC-
Haplotyp (P=0,0074) und der TTTC-Haplotyp (P=0,039) eine Assoziation mit dem
AMI. Fur den CCTC-Haplotyp (2,2%) betrug das OR 1,65 (95% KI 1,14-2,38). Fur
den TTTC-Haplotyp (1,3%) errechnete sich ein OR von 1,66 (95% Kl 1,02-2,70). Der
CCCG-, TTTG- und CCTG-Haplotyp wies keine Assoziation mit dem AMI auf (Tab.
10).
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Tabelle 10: Haufigkeit und Risikoschatzung der Haplotypen (mit einer Frequenz > 1%)

rs2048327 rs3127599 rs7767084 rs10755578 AMI-Gruppe (%) Kontrollgruppe (%)  OR (95% Kil) P

T C T C 46,2 49,3 0,89 (0,80-0,98) 0,017
C C C G 15,0 16,4 0,89 (0,78-1,03) 0,11

C T T G 15,7 12,9 1,25 (1,08-1,45) 0,0022
T T T G 12,8 12,6 1,01 (0,87-1,18) 0,85

C C T G 2,7 3,2 0,83 (0,62-1,12) 0,23

C C T C 2,6 1,6 1,65 (1,14-2,38) 0,0074
T T T C 1,5 0,9 1,66 (1,02-2,70) 0,039
Alle anderen Haplotypen zusammmen: 3,6 3,1 1,19 (0,91-1,54) 0,20
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3.12 Korrelation des CCTC-Haplotyps mit rs3798220 und des CTTG-
Haplotyps mit rs10455872

Bei der gemeinsamen Analyse der Haplotyp- und Alleldaten ergab sich fur den mit
einem erhohten AMI-Risiko verknipften CCTC-Haplotyp (Tab.10), eine starke
Korrelation (r>=0,77) mit dem Risikoallel rs3798220-C. Firr den CTTG-Haplotyp, der
ebenfalls mit einem erhdhten AMI-Risiko assoziiert war (Tab. 10), wurde eine
Korrelation (r=0,28) mit dem Risikoallel rs10455872-G festgestellt. Keiner der
anderen der sieben haufigsten Haplotypen (Tab. 10) wies eine nennenswerte
Korrelation (r’<0,02) mit dem rs3798220-C- oder rs10455872-G-Allel auf. Daraus
ergibt sich, dass der Effekt des CCTC- und CTTG-Haplotyps auf das AMI-Risiko zum
grof3en Teil durch eine Kopplung mit dem rs3798220-C- bzw. dem rs10455872-G-

Allel erklart werden kann.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand einer Studienpopulation, bestehend aus
3.347 Individuen (2.136 AMI-Patienten, 1.211 Kontrollpersonen), in der SLC22A3-
LPAL2-LPA-Genregion auf dem Chromosom 6, eine Korrelation zwischen dem
CCTC-Haplotyp und dem rs3798220-C-Allel sowie zwischen dem CTTG-Haplotyp
und dem rs10455872-G-Allel nachgewiesen. Sowohl der CCTC- und CTTG-Haplotyp
als auch rs3798220-C und rs10455872-G zeigten eine Assoziation mit einem
erhohten AMI-Risiko. Es ist daher anzunehmen, dass rs3798220-C und rs10455872-
G einen Teil des Risikopotentials des CCTC- bzw. des CTTG-Haplotyps tragen.

Von den insgesamt sechs untersuchten SNPs (rs2048327, rs3127599,
rs7767084, rs10755578, rs3798220 und rs10455872) zeigten zwei eine signifikante
Assoziation mit dem AMI (rs3798220 und rs10455872). Von den sieben haufigsten
Haplotypen (TCTC, CCCG, CTTG, TTTG, CCTG, CCTC und TTTC), gebildet aus
den SNPs rs2048327, rs3127599, rs7767084 und rs10755578, waren vier mit dem
AMI assoziiert (TCTC, CTTG, CCTC und TTTC).

4.1 Assoziation der SNPs in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion mit

dem AMI und Gegenuberstellung der Resultate mit publizierten Daten

Von den in dieser Arbeit untersuchten Variationen zeigten das rs3798220-C-Allel
(korrigiertes OR 2,14; 95% KI 1,37-3,33) und das rs10455872-G-Allel (korrigiertes
OR 1,74; 95% KI 1,36-2,24) eine Assoziation mit dem AMI. Die Haufigkeit des
rs3798220-C-Allels betrug in der vorliegenden Arbeit 2,2% und lag damit im Bereich
der publizierten Haufigkeit von 2% (Clarke et al. 2009; Schunkert et al. 2011) bis
3,2% (Li et al. 2011). Die genannte Haufigkeit gilt fir Studienpopulationen
europaischer Abstammung. In anderen ethnischen Gruppen, insbesondere in der
ostasiatischen Bevdlkerung (China und Japan) und bei US-Amerikanern
mexikanischer Abstammung (ethnische Herkunft nicht erklart) wurde ein deutlich
haufigeres Vorkommen von 10,2% bzw. 42,6% beschrieben (Li et al. 2011). Die
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Haufigkeit des Risikoallels rs10455872-G betrug in der vorliegenden Arbeit 7% und
lag damit ebenfalls im Bereich der publizierten Haufigkeit von 7% (Clarke et al. 2009)
bis 11% (Li et al. 2011). Bereits in friheren Studien wurden rs3798220-C und
rs10455872-G mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko in Verbindung gebracht
(Luke et al. 2007; Shiffman et al. 2008; Clarke et al. 2009; Shiffman et al. 2010;
Hopewell et al. 2011; Schunkert et al. 2011; Li et al. 2011; Qi et al. 2012).

Von Luke et al. (2007) wurde anhand einer Studienpopulation (n=927) bestehend
aus 554 KHK-Patienten und 373 Kontrollpersonen gezeigt, dass Trager des
rs3798220-C-Allels verglichen mit Tragern des T-Allels, ein erhdhtes KHK-Risiko
besitzen (OR 2,0; 90% KI 1,09-3,70; P=0,031). Nach Korrektur fur Alter, Geschlecht,
Raucherstatus, Diabetes mellitus, Hypertonie, Body-Mass-Index und Dyslipidamie
zeigte sich im Vergleich zum unkorrigierten OR sogar eine noch starkere
Risikoerh6hung mit einem Kkorrigierten OR von 3,14 (90% KI 1,51-6,56; P=0,005)
(Luke et al. 2007). Der rs3798220-Polymorphismus (T/C) bedingt den
Aminosaureaustausch (14399M) in der proteasendhnlichen Doméane des Apo(a)
Proteins. Luke et al. (2007) zeigten anhand einer zusatzlichen Studienpopulation
(n=485), dass Trager des 4399M-Allels (entspricht dem rs3798220-C-Allel) (n=21)
funffach hohere mediane Lp(a)-Plasmaspiegel aufwiesen als Nichttrager (n=464)
(P=0,003). Mittels einer weiteren Population (n=149) uberpriften sie, ob die
Assoziation des 4399M-Allels mit der KHK auf eine Korrelation mit dem KIV-2-
Langenpolymorphismus im LPA-Gen zurlckzufihren ist, der bereits in friheren
Studien eine Assoziation mit der KHK gezeigt hatte (Kraft et al. 1996; Kronenberg et
al. 1999). Obwohl Trager des 4399M-Allels (n=35) signifikant kleinere Apo(a)-
Isoformen (Median 17 KIV-2-Kopien) aufwiesen als Nichttrager (n=114, Median 22
KIV-2-Kopien), bestand die Assoziation des 4399M-Allels mit der KHK auch nach
Korrektur fur die Apo(a)-GroRe weiter (OR 4,36; 95% Kl 1,53-12,4; P=0,006), so
dass die Assoziation nicht durch einen Apo(a)-GréRenpolymorphismus erklart
werden konnte (Luke et al. 2007).

Shiffman et al. (2008) untersuchten anhand der Cardiovascular Health Study-
Kohorte, bestehend aus 4.522 Individuen (3.849 US-Amerikaner europaischer
Abstammung, 673 US-Amerikaner afrikanischer Abstammung), die Assoziation von
rs3798220 mit dem MI. Wahrend einer Nachbeobachtungszeit von 13 Jahren
entwickelten 539 (12%) der Studienteilnehmer einen MI (Shiffman et al. 2008). Nach

Korrektur fir Alter und Geschlecht wurde unter den Studienteilnehmern européischer
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Abstammung eine Assoziation von rs3798220-C mit dem Ml festgestellt (,Hazard
Ratio“ (HR) 1,62; 90% KI 1,09-2,42; P=0,022). Diese war jedoch nach weiterer
Korrektur fir die Risikofaktoren Raucherstatus, Diabetes, Body-Mass-Index,
Bluthochdruck und Hypercholesterindmie nicht mehr nachweisbar (HR 1,46; 90% KI
0,96-2,24; P=0,069). Unter den Studienteilnehmern afrikanischer Abstammung
bestand keine Assoziation von rs3798220-C mit dem MI (HR korrigiert fur Alter und
Geschlecht 1,55; 90% Kl 0,29-8,21; P=0,33) (Shiffman et al. 2008).

In einer Fall-Kontroll-Studie von Clarke et al. (2009) wurde fir rs3798220-C und
rs10455872-G anhand der PROCARDIS-Studienpopulation (n=6.497) eine
Assoziation mit der KHK nachgewiesen. Die PROCARDIS-Population setzte sich aus
3.145 KHK-Patienten und 3.352 Kontrollpersonen europaischer Abstammung
zusammen. Bei allen Patienten wurde eine KHK vor dem 66. Lebensjahr
diagnostiziert und alle Patienten hatten ein Geschwister, bei dem die Diagnose einer
KHK ebenfalls vor dem 66. Lebensjahr gestellt wurde. 27 SNPs im Bereich des LPA-
Gens wurden in Bezug auf eine Assoziation mit erhdhten Lp(a)-Spiegeln und der
KHK untersucht. Fur die Replikation der Ergebnisse und eine anschlielende
Metaanalyse wurden weitere 4.846 KHK-Patienten und 4.594 Kontrollpersonen aus
drei zusatzlichen Studienpopulationen untersucht (Clarke et al. 2009). Dabei
handelte es sich um die ,Trio Familien” der PROCARDIS-Population (PROCARDIS
Consortium 2004), die Population der International Study of Infarct Survival (Clarke
et al. 2006) sowie die gemeinsame Studienpopulation des Stockholm Heart
Epidemiology Program (Reuterwall et al. 1999) und der Stockholm Coronary Artery
Risk Factor Study (Samnegard et al. 2005). Innerhalb der PROCARDIS-Population
wurden die Lp(a)-Plasmaspiegel von 1.822 KHK-Patienten bestimmt.

Sowohl rs3798220-C (P=5,9x10"") als auch rs10455872-G (P=3,6x10°°)
zeigten eine Assoziation mit erhdhten Lp(a)-Spiegeln (Clarke et al. 2009). Zudem
waren beide Risikoallele mit einer geringeren Apo(a)-Grol3e assoziiert (Clarke et al.
2009). In der Metaanalyse der vier Studienpopulationen (7.991 Patienten, 7.946
Kontrollen), wurde fir rs3798220-C eine Assoziation mit der KHK mit einem OR von
1,68 (95% KI 1,43-1,98) festgestellt und fur 10455872-G eine Assoziation mit der
KHK mit einem OR von 1,47 (95% KI 1,35-1,60) (Clarke et al. 2009).

Clarke et al. (2009) untersuchten zuséatzlich die Assoziation der Summe aller
Risikoallele der beiden SNPs rs3798220 (C) und rs10455872 (G) (,LPA genotype
score”) mit der KHK (Clarke et al. 2009). Bei der Betrachtung der PROCARDIS-
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Population wurde eine Assoziation des ,LPA genotype score® mit der KHK
festgestellt. Im Vergleich zu Individuen ohne Risikoallel betrug das OR fiur die
Entwicklung einer KHK fir Trager von einem Risikoallel 1,73 (95% Kl 1,51-1,98) und
fur Trager von zwei oder mehr Risikoallelen 4,87 (95% KI 2,80-8,48). In der
Metaanalyse der vier Studienpopulationen ergab sich eine Assoziation des ,LPA
genotype score“ mit der KHK mit einem OR von 1,51 (95% KI 1,38-1,66) fur die
Trager eines Risikoallels und einem OR von 2,57 (95% KI 1,80 bis 3,67) fur Trager
von zwei bis vier Risikoallelen, verglichen mit Individuen ohne Risikoallel (Clarke et
al. 2009).

Fur das Allel rs10455872-G wurde von Shiffman et al. (2010) in einer
Studienpopulation, bestehend aus 725 MiI-Patienten und 786 Kontrollpersonen,
ebenfalls eine Assoziation mit der KHK nachgewiesen (P=1,7x10°). Trager des G-
Allels hatten ein um 81% erhthtes KHK-Risiko im Vergleich zu Nichttragern (OR
1,81; 95% Kl 1,38-2,36) (Shiffman et al. 2010).

In einer Arbeit von Hopewell et. al (2011) wurde anhand von zwei
Studienpopulationen (n;=12.964; n,=14.465) aus der Heart Protection Study fur
rs3798220-C und rs10455872-G die Assoziation mit der KHK untersucht. Die
Studienpopulation n; bestand aus 9.277 KHK-Patienten die bereits zum Zeitpunkt der
Rekrutierung erkrankt waren und 3.687 Kontrollpersonen. Die Studienpopulation n;
bestand aus 14.465 Probanden die prospektiv betrachtet wurden. Von diesen
entwickelten 2.106 Individuen wahrend einer flinfjahrigen Nachbeobachtungszeit
eine KHK. In der retrospektiv betrachteten Studienpopulation (n;) zeigte rs3798220-C
keine Assoziation mit der KHK, allerdings war ein Trend zu einem erhdhten KHK-
Risiko erkennbar (OR 1,21; 95% KI 0,99-1,48). Fir rs10455872-G bestand eine
Assoziation mit der KHK (OR 1,17; 95% KI 1,06-1,29). Bei der Analyse der
prospektiven Studienpopulation n, wurden &hnliche Resultate fir rs3798220-C (HR
1,17; 95% KI 0,96-1,43) und rs10455872-G (HR 1,18; 95% KI 1,07-1,30) erzielt
(Hopewell et al. 2011). Hopewell et al. (2011) bestatigten die von Clarke et al. (2009)
beschriebene Assoziation des ,LPA genotype score” mit der KHK. In der retrospektiv
betrachteten Studienpopulation n;, war der ,LPA gentoype score“ mit einem OR von
1,19 (95% KI 1,08-1,30; P=0,0002) pro Risikoallel mit der KHK assoziiert. Auch in der
prospektiv untersuchten Studienpopulation n, ergab sich eine Assoziation des ,LPA
genotype score” mit der KHK (HR 1,19; 95% Kl 1,09-1,30; P=0,0002) (Hopewell et al.
2011).
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Von Schunkert et al. (2011) wurde fur 32.584 Studienteilnehmer (Angaben zur
Anzahl der Patienten und Kontrollpersonen liegen nicht vor) der Genotyp im SNP
rs3798220 bestimmt. Fur Trager des rs3798220-C-Allels wurde ein erhdohtes KHK-
Risiko im Vergleich zu Tragern des rs3798220-T-Allels mit einem OR von 1,54 (95%
Kl 1,36-1,74; P=9,62x10*?) nachgewiesen (Schunkert et al. 2011).

Li et al. (2011) Uberpriften in einer Metaanalyse, die sieben Studienpopulationen
aus prospektiven Studien und acht Studienpopulationen aus Fall-Kontroll-Studien
einschloss, mit einer Gesamtzahl von etwa 30.000 Patienten und Uber 80.000
Kontrollpersonen, die Assoziation von rs3798220 mit der KHK. Bei den Patienten
handelte es sich, je nach Studie, um KHK-Patienten, MI-Patienten, ACS-Patienten
oder Patienten mit einer kardiovaskularen Erkrankung (definiert als MI oder
ischamischer Schlaganfall oder Tod durch eine kardiovaskuléare Erkrankung) (Li et al.
2011). Unter den eingeschlossenen Studienpopulationen befanden sich die oben
genannten Studienpopulationen von Luke et al. (2007), Shiffman et al. (2008), Clarke
et al. (2009), Hopewell et al. (2011) und Schunkert et al. (2011). Li et al. (2011)
wiesen fur Trager des rs3798220-C-Allels ein um 57% erhohtes KHK-Risiko im
Vergleich zu Nichttragern nach (OR 1,57; 95% Kl 1,38-1,79; P=1,04x10™%). Auch der
SNP rs10455872 wurde von Li et al. (2011) mittels einer Metaanalyse auf eine
Assoziation mit der KHK Uberprift. Eingeschlossen wurden eine Studienpopulation
aus einer prospektiven Studie und finf Studienpopulationen aus Fall-Kontrollstudien
mit einer Gesamtzahl von dber 10.000 Patienten und mehr als 20.000
Kontrollpersonen (Li et al. 2011). Bei den Patienten handelte es sich je nach
Studienpopulation um Probanden mit einem MI, einer KHK oder einem ACS. Aus
den oben genannten Arbeiten wurden die Studienpopulationen von Clarke et al.
(2009), Shiffman et al. (2010) und Hopewell et al. (2011) in diese Metaanalyse mit
einbezogen. Fir Trager des rs10455872-G-Allels errechnete sich ein um 42%
hoheres KHK-Risiko (OR 1,42; 95% Kl 1,22-1,65; P=3,8x10°) im Vergleich zu
Nichttragern (Li et al. 2011). Damit wurde in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur
Metaanalyse von Li et al. (2011) qualitativ ein ahnliches Ergebnis erzielt. Bei der
guantitativen Betrachtung der Resultate zeigte sich in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zur Arbeit von Li et al. (2011) eine etwas starkere Risikoerhohung fur
Trager des rs3798220-C-Allels (korrigiertes OR 2,14; 95% KI 1,37-3,33) und des
rs10455872-G-Allels (korrigiertes OR 1,74; 95% Kl 1,36-2,24).
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Qi et al. (2012) untersuchten, anhand von 1.450 Patienten mit Diabetes mellitus,
die Assoziation von rs10455872 mit dem Lp(a)-Spiegel und anhand einer Population
bestehend aus 589 Diabetes-Patienten mit KHK und 1.661 Diabetes-Patienten ohne
zusatzliche kardiovaskulare Erkrankung, die Assoziation von rs10455872 mit der
KHK. Fir rs10455872-G wurde zwar eine Assoziation mit einem erhdhten Lp(a)-
Spiegel nachgewiesen (P=4,6x10"%), nicht jedoch mit einem erhthten KHK-Risiko
(OR 0,94; 95% KI 0,69-1,28; P=0,71).

Die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen rs2048327, rs3127599,
rs7767084 und rs10755578 wurden auch von Trégouét et al. (2009) im Rahmen
einer genomweiten Assoziationsstudie auf ihre Assoziation mit der KHK gepruft. Von
Trégouét et al. (2009) wurde dabei eine Gesamtpopulation bestehend aus insgesamt
8.999 Patienten und 10.263 Kontrollpersonen untersucht, die sich aus den
Studienpopulationen der Wellcome Trust Case Controls Consortium Study (WTCCC;
1.926 KHK-Patienten, 2.938 Kontrollen), der German Myocardial Infarction Family
Study | (GerMIFS I; 875 KHK-Patienten, 1.644 Kontrollen), der German Myocardial
Infarction Family Study Il (GerMIFS II; 1.222 KHK-Patienten, 1.298 Kontrollen), der
Angio-Lueb-Studie (1.679 KHK-Patienten, 1.524 Kontrollen), der PopGen-Studie
(2.199 KHK-Patienten, 1.809 Kontrollen) und der ECTIM-Studie (1.098 MI-Patienten,
1.050 Kontrollen) zusammensetzte (Trégouét et al. 2009).

In dieser Arbeit wurde fir den SNP rs2048327 im SLC22A3-Gen keine
Assoziation mit dem AMI nachgewiesen (OR 1,09; 95% Kl 0,98-1,21; P=0,11). In der
Arbeit von Trégouét et al. (2009) wurde in der Gesamtpopulation eine Assoziation
von rs2048327-C mit einem erhhten KHK-Risiko festgestellt (P=3,98 x 10™*) (Tab.
11). In der oben genannten Arbeit von Qi et al. (2012) wurde bei Diabetikern flr
rs2048327-C eine Assoziation mit erhéhten Lp(a)-Spiegeln gezeigt (P=3,71x10®). Es
bestand jedoch keine Assoziation mit einem erhdhten KHK-Risiko (P=0,29) (Qi et al.
2012).

Der SNP rs3127599 im LPAL2-Pseudogen wies in der vorliegenden Arbeit keine
Assoziation mit dem AMI auf (OR 1,15; 95% KI 0,94-1,42; P=0,18). In der Arbeit von
Trégouét et al. (2009) war rs3127599 bei der Betrachtung der Gesamtpopulation
nicht mit der KHK assoziiert (Tab. 11).

Fir rs7767084 im LPA-Gen wurde in der Studienpopulation dieser Arbeit keine
Assoziation mit dem AMI festgestellt (OR 0,91; 95% KI 0,79-1,04; P=0,15). Trégouét
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et al. (2009) wiesen flr rs7767084 in der Gesamtpopulation keine Assoziation mit der
KHK nach (Tab. 11). Von Dumitrescu et al. (2011) wurde eine Assoziation
(P=5,88x10") des SNP rs7767084 mit erniedrigten Lp(a)-Spiegeln in einer
Studienpopulation bestehend aus US-Amerikanern afrikanischer Abstammung
(n=1.711) nachgewiesen. Bei US-Amerikanern europaischer Abstammung (n=2.397)
und US-Amerikanern mexikanischer Abstammung (n=1.749; ethnische Herkunft nicht
erklart) war diese Assoziation nicht nachweisbar (Dumitrescu et al. 2011).

Der SNP rs10755578 im LPA-Gen war in der vorliegenden Arbeit nicht mit dem
AMI assoziiert (OR 1,04; 95% KI 0,94-1,15; P=0,44). Von Trégouét et al. (2009)
wurde in der Gesamtpopulation fir rs10755578 keine Assoziation mit der KHK
nachgewiesen (Tab. 11) (Trégouét et al. 2009). In der PROCARDIS-Kohorte wurde
von Clarke et al. (2009) eine Assoziation von rs10755578-G mit der KHK gezeigt.
Dabei ergab sich eine Risikoerhbhung fur Trager des G-Allels gegenuber
Nichttragern um 11% (OR 1,11; 95% KI 1,03-1,20). Zuséatzlich war rs10755578-G mit
erhohten Lp(a)-Spiegeln assoziiert (P=3,4x10™%) (Clarke et al. 2009). Daher wird der
Effekt dieses Polymorphismus auf das kardiovaskulare Risiko méglicherweise zum

Teil Gber erhbhte Lp(a)-Spiegel vermittelt.
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Tabelle 11: Assoziation des SNP rs2048327 mit der KHK in der Arbeit von Trégouét et al. (2009)

SNP WTCCC GerMIFS | GerMIFSII
Patienten Kontrollen P Patienten Kontrollen P Patienten Kontrollen P
(n=1.926) (n=2.938) (n=875) (n=1.644) (n=1.222) (n=1.298)
rs2048327 (T>C) 0,422 0,386 3x10™ 0,390 0,341 ox10™ 0,388 0,361 0,051
rs3127599 (C>T) 0,324 0,308 0,096 0,289 0,298 0,519 0,298 0,297 0,953
rs7767084 (T>C) 0,159 0,159 0,978 0,175 0,172 0,759 0,174 0,158 0,126
rs10755578 (C>G) 0,491 0,476 0,146 0,487 0,482 0,713 0,490 0,477 0,354
SNP Angio-Lueb PopGen ECTIM
Patienten Kontrollen p Patienten Kontrollen p Patienten Kontrollen p
(n=1.679) (n=1.524) (n=2.199) (n=1.809) (n=1.098) (n=1.050)
rs2048327 (T>C) 0,383 0,350 0,007 0,409 0,376 0,002 0,387 0,338 6x10™
rs3127599 (C>T) 0,306 0,294 0,282 0,312 0,293 0,072 0,305 0,276 0,035
rs7767084 (T>C) 0,176 0,167 0,327 0,170 0,168 0,767 0,170 0,146 0,027
rs10755578 (C>G) 0,489 0,474 0,229 0,498 0,483 0,182 0,476 0,435 0,006

P-Werte nicht adjustiert.
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4.2 Die SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion und das kardiovaskulare
Risiko

Lp(a) wird seit langerem als Risikofaktor fur die KHK, die periphere arterielle
Verschlusskrankheit, den ischamischen Schlaganfall und die Karotisstenose
angesehen (Valentine et al. 1994; Smolders et al. 2007; Bennet et al. 2008; Catalano
et al. 2008; Erqou et al. 2009; Ronald et al. 2011).

Bennet et al. (2008) untersuchten anhand der Reykjavik Study die Assoziation
von erhdhten Lp(a)-Spiegeln mit der KHK. In der Studienpopulation, bestehend aus
2.047 KHK-Patienten und 3.921 Kontrollpersonen, wurde eine Risikoerh6hung mit
einem OR von 1,60 (95% KI 1,38-1,85) fur Individuen mit Lp(a)-Spiegeln im oberen
Drittel (>149mg/l) der gemessenen Werte im Vergleich zu Individuen mit Lp(a)-
Spiegeln im unteren Drittel (<42mg/l) festgestellt (Bennet et al. 2008).

Erqou et al. (2009) untersuchten mittels einer Metaanalyse von 26 prospektiven
Kohortenstudien und 10 eingebetteten Fall-Kontrollstudien (Gber 126.000 Personen)
den Zusammenhang zwischen erhdhten Lp(a)-Spiegeln und der KHK bzw. dem
ischAmischen Schlaganfall. Aus den eingeschlossenen Studien ergab sich ein
medianer Lp(a)-Spiegel von 126mg/l (Interquartilsabstand 49-321mg/l) (Erqou et al.
2009). In 24 der 26 Kohortenstudien waren wahrend der Nachbeobachtungszeit
KHK-Féalle aufgetreten. In einer Metaanalyse dieser 24 Kohortenstudien (Uber
112.000 Personen) errechnete sich eine KHK-Haufigkeit von 5,6 pro 1.000
Personenjahre (entspricht bei 1.000 Teilnehmern in einer Kohortenstudie einem
Beobachtungszeitraum von 1 Jahr) in der Gruppe mit Lp(a)-Werten im oberen Drittel
im Vergleich zu 4,4 KHK-Fallen pro 1.000 Personenjahre in der Gruppe mit
Lp(a)Werten im unteren Drittel (Erqou et al. 2009). Fur 30 Studienpopulationen (21
Kohortenstudien, 9 eingebettete Fall-Kontroll-Studien, tber 106.000 Personen) lagen
Daten fur Blutdruck, Geschlecht, Alter, Diabetes, Raucherstatus, Body-Mass-Index
und Cholesterinspiegel vor. Nach Korrektur fir diese Risikofaktoren betrug das
relative Risiko fir die Entstehung einer KHK bei Probanden mit Lp(a)-Spiegeln im
oberen Drittel der gemessenen Werte im Vergleich zu Probanden mit Lp(a)-Spiegeln
im unteren Drittel 1,27 (95% KI 1,17-1,38) (Ergou et al. 2009). Pro Erhéhung des
Lp(a)-Spiegels um den Faktor 3,5 (entsprechend einer Standardabweichung)
errechnete sich ein relatives Risiko von 1,13 (95% KI 1,09-1,18) (Ergou et al. 2009).
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Die HOhe des Lp(a)-Spiegels wird durch zahlreiche SNPs in der Region des
LPA-Gens beeinflusst, darunter auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Polymorphismen rs3798220, rs10455872 und rs10755578 (Boerwinkle et al. 1992;
Boomsma et al. 2000; Clarke et al. 2009; Dumitrescu et al. 2011). Fur den SNP
rs2048327 wurde lediglich in einer Studienpopulation, bestehend aus Diabetes-
Patienten (n=1.450), eine Assoziation mit erhdhten Lp(a)-Spiegeln nachgewiesen
(siehe Abschnitt 4.1) (Qi et al. 2012). Von Dumitrescu et al. (2011) wurde fir
rs7767084 lediglich in einer Studienpopulation, bestehend aus US-Amerikanern
afrikanischer Herkunft (n=1.711), eine Assoziation mit erniedrigten Lp(a)-Spiegeln
gezeigt (siehe Abschnitt 4.1). Der SNP rs3127599 wurde bisher nicht mit veranderten
Lp(a)-Spiegeln in Zusammenhang gebracht.

Daneben korreliert die Hohe des Lp(a)-Spiegels und des KHK-Risikos mit der
GroRRe der Apo(a)-lsoformen (Erqou et al. 2010; Dumitrescu et al. 2011). Eine
Review-Arbeit mit einer Studienpopulation von 58.000 Personen zeigte ein relatives
Risiko von 2,08 (95% Kl 1,67-2,58) fur die Entwicklung einer KHK bei Personen mit
kleinen Apo(a)-Isoformen (<22 KIV-2-Kopien) im Vergleich zu Individuen mit grofRen
Apo(a)-lsoformen (>22 KIV-2-Kopien) (Erqou et al. 2010). Die Anzahl an KIV-2-
Kopien kann jedoch nur einen Teil der interindividuellen Variabilitat der Lp(a)-Spiegel

erklaren (Dumitrescu et al. 2011).

Die beiden Risikoallele rs3798220-C (4399M) und rs10455872-G sind, wie im
Abschnitt 4.1 erlautert, sowohl mit der KHK und dem MI als auch mit erhéhten Lp(a)-
Spiegeln und kleineren Apo(a)-Isoformen assoziiert (Shiffman et al. 2008; Clarke et
al. 2009). In mehreren Arbeiten wurde daher versucht die Frage zu klaren, in
welchem Ausmald die Assoziation dieser Risikoallele mit der KHK und dem MI auf
eine Korrelation mit erhéhten Lp(a)-Spiegeln und einer geringeren Apo(a)-Grolie
zuruckzufuhren ist (Shiffman et al. 2008; Chasman et al. 2009; Clarke et al. 2009).

Clarke et al. (2009) zeigten in einer Metaanalyse von vier Studienpopulationen
(7.991 KHK-Patienten, 7.946 Kontrollen) eine Assoziation des oben beschriebenen
,LPA genotype score“ (Summe aus den Risikoallelen der beiden SNPs rs3798220
(C) und rs10455872 (G)) mit einem erhéhten KHK-Risiko (Clarke et al. 2009).
Allerdings wurde von Clarke et al. (2009) anhand einer Subgruppe mit verfiigbaren
Daten Uber die Hohe des Lp(a)-Spiegels (3.137 KHK-Patienten, 3.728 Kontrollen)

festgestellt, dass nach Korrektur fir den Lp(a)-Spiegel die urspriingliche Assoziation
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zwischen dem ,LPA genotype score” (OR 1,52; 95% Kl 1,36-1,72) und der KHK nicht
mehr nachweisbar war (OR 1,02; 95% KI 0,88-1,18). Die beiden SNPs rs3798220
und rs10455872 zusammen waren fur 36% des interindividuellen Unterschieds in der
Hohe des Lp(a)-Plasmaspiegels verantwortlich (Clarke et al. 2009). Entsprechend
dieser Ergebnisse kdnnte die Assoziation von rs3798220-C und rs10455872-G mit
der KHK vollstéandig durch die Assoziation der beiden Risikoallele mit einem erhdhten
Lp(a)-Spiegel erklart werden (Clarke et al. 2009).

Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Clarke et al. (2009) stehen die
Ergebnisse der im Abschnitt 4.1 besprochenen Cardiovascular Health Study von
Shiffman et al. (2008). Unter den Studienteilnehmern europaischer Abstammung der
Cardiovascular Health Study (n=3.849) hatten Trager des rs3798220-C-Allels im
Durchschnitt hohere Lp(a)-Spiegel als Nichttrager (63 mg/dl vs. 42 mg/dl;
P<0,00005). Die Assoziation von rs3798220-C mit einem erhéhten MI-Risiko (HR
(korrigiert fur Alter und Geschlecht) 1,62; 90% Kl 1,09-2,42; P=0,022) bestand jedoch
auch nach Korrektur fir den Lp(a)-Spiegel nahezu unverandert fort (HR (zuséatzlich
korrigiert fur den Lp(a)-Spiegel) 1,64; 90% KI 1,10-2,45) (Shiffman et al. 2008). Bei
einem Kausalzusammenhang zwischen erhdhten Lp(a)-Spiegeln und dem MI wére
jedoch zu erwarten gewesen, dass nach Korrektur fur den Lp(a)-Spiegel eine
schwéachere oder keine Assoziation zwischen rs3798220 und dem MI bestehen
wirde. Liegt allerdings ein vom Lp(a)-Spiegel unabhéngiger Einfluss von rs3798220
auf das MI-Risiko vor, geht eine mdgliche Assoziation auch nach Korrektur fir den
Lp(a)-Spiegel nicht verloren. Die diskrepanten Ergebnisse mussten moglicherweise

durch weitere Studien geklart werden.

Anhand der Women’s Health Study, einer randomisierten, placebokontrollierten
Studie mit dem Ziel, den Effekt von Aspirin zur Primé&rpréavention von kardialen und
vaskularen Erkrankungen zu untersuchen, wurde von Chasman et al. (2009) die
klinische Bedeutung des SNP rs3798220 gezeigt. In der Studienpopulation,
bestehend aus 25.131, zu Studienbeginn kardial gesunden Frauen europdaischer
Abstammung, wurde gezeigt, dass Tragerinnen des seltenen 4399M-Allels (3,7%)
starker von einer niedrig dosierten Aspirin-Therapie zur Vermeidung eines kardialen
oder vaskularen Ereignisses (MI, ischamischer Schlaganfall oder Tod durch eine
kardiale bzw. vaskulare Erkrankung) profitierten als Nichttragerinnen (96,3%)

(Chasman et al. 2009). Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 9,9 Jahren

62



betrug bei Tragerinnen des 4399M-Allels das absolute Risiko fur ein schweres
kardiovaskuléares Ereignis 2,14% in der Aspirin-Gruppe und 4,83% in der Placebo-
Gruppe, mit einer Reduktion des relativen Risikos um 56% (P=0,033) (Li et al. 2011,
Chasman et al. 2009). Im Gegensatz dazu betrug das absolute Risiko fur ein
schweres kardiovaskulares Ereignis unter den Frauen mit dem 4399I-Wildtyp-Allel
2,13% in der Aspirin-Gruppe und 2,25% in der Placebo-Gruppe, mit einer nicht
signifikanten Reduktion des relativen Risiko um 9% (P=0,30) (Chasman et al. 2009).
Die ,number needed to treat® (NNT) zur Verhinderung eines kardialen bzw.
vaskularen Ereignisses betrug unter den Tragerinnen des 4399M-Allels 37 und unter
den Nichttragerinnen 625 (Chasman et al. 2009). Niedrig dosiertes Aspirin besitzt vor
allem eine hemmende Wirkung auf die Thrombozytenaggregation (Hennekens et al.
2006). Die starkere Risikoreduktion fur ein kardiales Ereignis durch eine niedrig
dosierte Aspirin-Einnahme bei Tragerinnen des 4399M-Allels im Vergleich zu
Nichttragerinnen, konnte ein Hinweis auf die Beeinflussung der Hamostase durch
den Aminoséaureaustausch 14399M in der proteasenahnlichen Domane des Apo(a)
sein (Hancock et al. 2003; Luke et al. 2007; Chasman et al. 2009).

Im Gegensatz zum LPA ist die Rolle der beiden Gene SLC22A3 und LPAL2 bei der
Entstehung der Atherosklerose und der KHK bisher unklar. Das Gen SLC22A3,
welches flr einen extraneuronalen Monoamintransporter kodiert (Grindemann &
Schdémig 2000) und das Pseudogen LPAL2, welches eine verkirzte Version des
LPA-Gens darstellt (Byrne et al. 1995), werden nicht als Kandidatengene fir die KHK

oder den MI angesehen.

4.3 Vergleich der aktuellen Haplotypanalyse mit publizierten

Studienergebnissen

In der vorliegenden Arbeit wurde fur vier (TCTC, CTTG, CCTC und TTTC) der sieben
haufigsten Haplotypen in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion eine Assoziation mit
dem AMI nachgewiesen (Tab. 10). Der CCCG-, TTTG- und CCTG-Haplotyp zeigte
keine Assoziation mit dem AMI (Tab. 10). Auch Trégouét et al. (2009) untersuchten
anhand von sechs Studienpopulationen, mit insgesamt 8.999 Patienten und 10.263
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Kontrollpersonen, die Assoziation von Haplotypen der SLC22A3-LPAL2-LPA-
Genregion mit der KHK. In der Arbeit von Trégouét et al. (2009) zeigten zwei (CTTG
und CCTC) der sieben haufigsten Haplotypen eine Assoziation mit der KHK. Die
restlichen funf Haplotypen (TCTC, CCCG, TTTG, CCTG und TTTC) wiesen keine
Assoziation mit der KHK auf (Trégouét et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit zeigte der héaufigste Haplotyp (TCTC; 47,3%) eine
Assoziation mit dem AMI (P=0,019). Als Einziger der untersuchten Haplotypen fiihrte
er zu einer signifikanten Reduktion des AMI-Risikos mit einem OR von 0,89 (95% KI
0,80-0,98). Wahrend in der vorliegenden Arbeit die sieben h&aufigsten Haplotypen
untereinander verglichen wurden, verwendeten Trégouét et al. (2009) den TCTC-
Haplotyp (47,8%) als Referenz und stellten, bei der Berechnung des OR, die
restlichen Haplotypen dem TCTC-Haplotyp gegenuber.

Der CTTG-Haplotyp (14,7%) zeigte in dieser Arbeit eine Assoziation mit dem AMI
(P=0,0022). Das zugehorige OR betrug 1,25 (95% Kl 1,08-1,45). In der Arbeit von
Trégouét et al. (2009) war der CTTG-Haplotyp (16,7%) mit einem erhdhten KHK-
Risiko assoziiert (OR 1,202; 95% Kl 1,133-1,275; P=1,19x107°).

Fur den CCTC-Haplotyp (2,2%) wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Assoziation mit dem AMI festgestellt (P=0,0074) und eine Risikoerh6hung mit einem
OR von 1,65 (95% KI 1,14-2,38) gezeigt. Trégouét et al. (2009) wiesen fir den
CCTC-Haplotyp (2,4%) eine Assoziation mit der KHK nach (OR 1,822; 95% Kl 1,568-
2,116; P=4,20x107).

In der vorliegenden Arbeit wurde zusétzlich fur den TTTC-Haplotyp (1,3%) eine
Assoziation mit dem AMI nachgewiesen (P=0,039). Fir den TTTC-Haplotyp ergab
sich ein OR von 1,66 (95% Kl=1,02-2,70). In der Arbeit von Trégouét et al. (2009)
zeigte der TTTC-Haplotyp (1,5%) keine Assoziation mit der KHK.

Fur den CCCG-, TTTG- und CCTG-Haplotyp wurde weder in der vorliegenden Arbeit
noch in der Arbeit von Trégouét et al. (2009) eine Assoziation mit dem AMI bzw. der
KHK nachgewiesen.

Keiner der vier haplotypbildenden SNPs (rs2048327, rs3127599, rs7767084 und
rs10755578) war in der vorliegenden Arbeit, nach Korrektur fur die haufigsten
kardiovaskuléaren Risikofaktoren, mit dem AMI assoziiert. Diese SNPs kénnen flr
sich alleine daher nicht die Assoziation der vier Haplotypen (TCTC, CTTG, CCTC,
TTTC) mit dem AMI erklaren.
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Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit enthielten in der Arbeit von Trégouét et
al. (2009) die beiden Haplotypen, die mit der KHK assoziiert waren (CTTG und
CCTC), das rs2048327-C-Allel, welches bei der Betrachtung der Gesamtheit aller
von Trégouét et al. (2009) untersuchten Studienpopulationen, eine Assoziation mit
der KHK zeigte (P=3,98x10™"). Die Hypothese, dass die Assoziation der Haplotypen
mit der KHK allein auf dieses Allel zuriickzufiihren sei, wurde jedoch abgelehnt
(P=3,14x10") (Trégouét et al. 2009). Damit wurde durch keinen der vier von
Trégouét et al. (2009) untersuchten SNPs alleine der Effekt des CTTG- und CCTC-
Haplotyps auf das KHK-Risiko ausreichend erklart.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit warfen die Frage auf, ob die Assoziation des
CCTC-, CTTG und TTTC-Haplotyps mit einem erhéhten AMI-Risiko durch die
spezifische Kombination der haplotypbildenden SNPs erklart werden kann oder ob
diese Assoziation auf eine Korrelation der Haplotypen mit den Risikoallelen
rs3798220-C und rs10455872-G in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion zuriickzu-
fuhren ist. Diese beiden Risikoallele wiesen in der vorliegenden Arbeit eine
Assoziation mit dem AMI auf und hatten bereits in friheren Studien eine Assoziation
mit erhdhten Lp(a)-Spiegeln und kirzeren Apo(a)-Isoformen gezeigt (Luke et al.
2007; Chasman et al. 2009; Clarke et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Korrelation zwischen dem CCTC-Haplotyp
und dem Risikoallel rs3798220-C sowie eine Korrelation zwischen dem CTTG-
Haplotyp und dem Risikoallel rs10455872-G nachgewiesen. Die Assoziation des
CCTC- und CTTG-Haplotyps mit dem AMI beruht daher zum Teil auf einer Kopplung
mit dem rs3798220-C-Allel bzw. rs10455872-G-Allel. Im Gegensatz dazu wurde flr
den TTTC-Haplotyp, der in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Assoziation mit
einem erhohten AMI-Risiko zeigte, keine Korrelation mit den Risikoallelen
rs3798220-C bzw. rs10455872-G festgestellt (r’<0,02). Dies wirft die Frage auf, ob
die Assoziation des TTTC-Haplotyps mit dem AMI mdglicherweise auch auf einer
bisher nicht beschriebenen Korrelation mit einem Risikoallel in der SLC22A3-LPAL2-
LPA-Region beruht.

Der SNP rs3798220 zeigte bei der Analyse von Genotypdaten des Wellcome
Trust Case Control Consortium auch eine Korrelation (r?=0,86) mit dem CCTC-
Haplotyp (Clarke et al. 2009).
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Von Shiffman et al. (2010) wurde anhand einer Studienpopulation, bestehend
aus 725 Mi-Patienten und 786 Kontrollpersonen, Uberprift, ob die Erhdhung des
KHK-Risikos durch den CCTC- und CTTG-Haplotyp durch eine Koinzidenz mit den
Risikoallelen rs3798220-C bzw. rs10455872-G erklart werden kann. Die Autoren
wiesen fur den CCTC-Haplotyp bei gleichzeitigem Vorliegen des rs3798220-C-Allels
eine Assoziation mit der KHK nach (OR 1,68; 95% KI 1,05-2,68; P=0,03), nicht
jedoch bei gleichzeitigem Vorliegen des rs3798220-T-Allels (Shiffman et al. 2010).
Der CTTG-Haplotyp zeigte bei gleichzeitigem Vorliegen des rs10455872-G-Allels
eine Assoziation mit der KHK mit einem OR von 1,57 (95% KI 1,15-2,13; P=0,004),
die bei gleichzeitigem Vorliegen des rs10455872-A-Allels nicht nachweisbar war
(Shiffman et al. 2010). Die Daten von Clarke et al. (2009) und Shiffman et al. (2010)
stitzen damit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

Die Genotypisierungsergebnisse und die Haplotypanalyse dieser Arbeit sprechen
fur die Annahme, dass die genetischen Varianten mit Auswirkungen auf das AMI-
Risiko eher im Bereich des LPA-Gens anstatt im Bereich der Gene SLC22A3 und
LPAL2 zu finden sind, da keiner der untersuchten SNPs in den Genen SLC22A3 und
LPAL2 eine Assoziation mit dem AMI aufwies und die Assoziation des CCTC- und
CTTG-Haplotyps zum grofRen Teil auf eine Korrelation mit Risikoallelen im LPA-Gen

zurlckgefuhrt wurde.
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4.4 Erweiterte Haplotypanalyse der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion

Diese Arbeit ist Teil eines umfangreicheren Projekts, bei dem 9-Marker-Haplotypen
gebildet aus neun SNPs (rs2048327, rs2076828, rs3127599, rs3123630, rs9346818,
rs9457930, rs9365168, rs7767084 und rs10755578) in der SLC22A3-LPAL2-LPA-
Genregion auf ihre Assoziation mit dem AMI untersucht wurden (Koch et al. 2013).
Die SNPs rs2048327, rs3127599, rs7767084, rs10755578 und die daraus gebildeten
4-Marker-Haplotypen wurden bereits in der vorliegenden Arbeit im Rahmen einer
engeren Haplotypanalyse betrachtet. Die erweiterte Haplotypanalyse, bezogen auf
die bereits vorgestellten Ergebnisse dieser Arbeit wurde durchgefihrt, um eine
detailliertere Analyse der genetischen Risikomarker in der SLC22A3-LPAL2-LPA-
Region zu ermoglichen.

Mit Hilfe von Daten der HapMap Datenbank (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov
2013; Frazer et al. 2007) wurden acht sogenannte tagging SNPs flr die SLC22A3-
LPAL2-LPA-Genregion identifiziert. Diese acht reprasentativen SNPs (rs2048327,
rs3127599, rs10755578, rs2076828, rs3123630, rs9346818, rs9457930 und
rs9365168) stellen einen genetischen Marker fir 56 SNPs in der SLC22A3-LPAL2-
LPA-Genregion dar. Jeder der acht tagging SNPs korrelierte mit einem Teil dieser 56
SNPs in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion (r220,80 : im Durchschnitt r220,93).
Zusatzlich wurde der SNP rs7767084 mit in die Analyse einbezogen, da er bereits in
der Haplotypanalyse von Trégouét et al. (2009) eingeschlossen war.

Abbildung 11 zeigt die Positionen der neun SNPs der erweiterten
Haplotypanalyse sowie die Positionen der SNPs rs3798220 und rs10455872, die fur

eine Korrelationsanalyse mit den 9-Marker-Haplotypen verwendet wurden.

Die Allelhaufigkeiten und Risikoabschatzungen der neun SNPs aus der erweiterten
Haplotypanalyse und der beiden SNPs rs3798220 und rs10455872 sind in Tabelle
12 dargestellt. Die Werte in Tabelle 12 wurden nicht fur kardiovaskulare
Risikofaktoren korrigiert. Fir rs3798220 und rs10455872 wurde eine Assoziation mit
dem AMI festgestellt. Dies wird bereits im Abschnitt 3.7 bzw. 3.10 gezeigt. Zusétzlich
wies der SNP rs9346818 im LPAL2-Gen eine Assoziation mit dem AMI auf (Tab. 12).
Fur das Risikoallel rs9346818-G betrug das korrigierte OR 1,26 (95% KI 1,00-1,57;
P=0,047). Beim rs9346818-G-Allel handelt es sich um das haufigere Allel dieses

67



SNP. Der SNP rs3127599 war nach Korrektur fur die haufigsten kardiovaskularen
Risikofaktoren nicht mit dem AMI assoziiert.

SLC22A3 LPAL2 LPA
rs3127599

rs3123630 rs3798220

rs2048327 rs9346818 rs9365168 |[rs7767084
rs2076828 Ir394579?>0 | lrs 10755578 lrs 10455872
[ 1 h | I Ir 1 1 I L INrIm 1 [IENININI N
| T T T | T T T T | T T T T | T T T T |

160.760.000 160.800.000 160.850.000 160.900.000 160.950.000

Abbildung 11: Positionen der untersuchten SNPs der erweiterten Haplotypanalyse in der
SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion

Dargestellt sind die SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf dem langen Arm von Chromosom 6 und die
Positionen der analysierten SNPs. Blau dargestellte SNPs wurden in die Haplotypanalyse miteinbezogen. Rot
dargestellte SNPs wurde nicht in die Haplotypanalyse miteinbezogen, sondern fir eine spatere
Korrelationsanalyse mit den 9-Marker-Haplotypen verwendet. Exonen der Gene sind in Abhdngigkeit von ihrer
Gro6Re als vertikale Linien unterschiedlicher Dicke dargestellt. Die Abbildung basiert auf Genome Build 36.3 und
wurde mit Hilfe wvon online verfigbaren Informationen des HapMap Consortiums erstellt.
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Tabelle 12: Allelh&ufigkeiten und Risikoschéatzungen der erweiterten Analyse

AMI-Gruppe (4.272 Allele)

Kontrollgruppe (2.422 Allele)

SNP? Position® Allele® Haufigeres Allel Selteneres Allel  Haufigeres Allel Selteneres Allel  OR (95% KI)* P
rs2048327  160.783.522 T>C  2.705 (63,3) 1.567 (36,7) 1.581 (65,3) 841 (34,7) 1,09 (0,98-1,21) 0,11
rs2076828  160.792.776 C>G  2.439 (57,1) 1.833 (42,9) 1.360 (56,2) 1.062 (43,8) 0,96 (0,87-1,06) 0,46
rs3127599  160.827.124 C>T  2.955 (69,2) 1.317 (30,8) 1.760 (72,7) 662 (27,3) 1,18 (1,06-1,32) 0,0026
rs3123630  160.831.043 T>C  3.482 (81,5) 790 (18,5) 1.949 (80,5) 473 (19,5) 0,93 (0,82-1,06) 0,30
rs9346818  160.834.450 G>A  2.623 (61,4) 1.649 (38,6) 1.410 (58,2) 1.012 (41,8) 0,88 (0,79-0,97) 0,011
rs9457930  160.841.556 T>G  2.174 (50,9) 2.098 (49,1) 1.179 (48,7) 1.243 (51,3) 0,92 (0,83-1,01) 0,082
rs9365168  160.860.110 G>A  2.891 (67,7) 1.381 (32,3) 1.624 (67,1) 798 (32,9) 0,97 (0,87-1,08) 0,60
rs3798220° 160.881.127 T>C  4.168 (97,6) 104 (2,4) 2.389 (98,6) 33 (1,4) 1,81 (1,22-2,68) 0,0029
rs7767084  160.882.493 T>C  3.584 (83,9) 688 (16,1) 1.999 (82,5) 423 (17,5) 0,90 (0,79-1,04) 0,15
rs10755578 160.889.728 C>G  2.242 (52,5) 2.030 (47,5) 1.295 (53,5) 1.127 (46,5) 1,04 (0,94-1,15) 0,44
rs10455872° 160.930.108 A>G  3.944 (92,3) 328 (7,7) 2.291 (94,6) 131 (5,4) 1,45 (1,18-1,79) 0,00042

4SNP Identifikationsnummer nach der ,,National Center for Biotechnology Information SNP database* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

® position der SNPs auf dem Chromosom 6 (genome build 36.3)

®Haufigeres und selteneres Allel in der Studienpopulation

90dds Ratio und 95%-Konfidenzintervall fiir das seltenere Allel

¢ Die beiden SNPs rs3798220 und rs10455872 gingen nicht in die Haplotypanalyse ein sondern wurden fiir die Korrelationsanalyse mit den 9-Marker-Haplotypen

verwendet.

Die blau hinterlegten SNPs wurden bereits in Tabelle 9 gezeigt. Diese SNPs wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Die Daten der nicht hinterlegten
SNPs wurden zu Verfligung gestellt.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen die Resultate der quantitativen, paarweisen
Analyse des Kopplungsungleichgewichts unter den fur die Haplotypanalyse
verwendeten SNPs. Die paarweise Prifung der neun SNPs auf eine bestehende
allelische Assoziation ergab eine geringe Rekombination. Dies wird durch relativ
hohe D“Werte in Abbildung 12 dargestellt. Weiterhin zeigte sich eine geringe
Korrelation der einzelnen SNPs miteinander, veranschaulicht durch verhaltnismafig
niedrige Werte fiir r* in Abbildung 13.

SLC22A3 LPAL2 LPA

|

|
y

\

s
s

(S8365168 —
~

~

rs2076828
rs3127599
rs9346818 —
re9457930 -
rs10755578

AN
- 13123630 {

rg2048327

[=r]

=

v
% %
O

Abbildung 12: Kopplungsungleichgewicht zwischen SNPs,
dargestellt als D*-Werte
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Abbildung 13: Kopplungsungleichgewicht zwischen SNPs,
dargestellt als r’-Werte

Es wurden neun Haplotypen mit einer Haufigkeit von mehr als einem Prozent
identifiziert. Von diesen wiesen drei eine Assoziation mit dem AMI auf (Tab. 13). Fur
den CCTTGTGTG-Haplotyp (14,7%) wurde eine Assoziation mit dem AMI mit einem
OR von 1,25 (95% KI 1,08-1,45; P=0,0022) nachgewiesen. Der CCCTGGATC-
Haplotyp (2,2%) zeigte ebenfalls eine Assoziation (P=0,0074) mit dem AMI. Er fihrte
zu einer Risikoerhdéhung fir den AMI mit einem OR von 1,65 (95% KI 1,14-2,38).
Auch fir den TGTTGTGTC-Haplotyp (1,3%) bestand eine Assoziation (P=0,039) mit
dem AMI. Das OR betrug 1,66 (95% KI 1,02-2,70). Fur die sechs weiteren
Haplotypen (TGCTGGATC, TCCCATGTC, CCCTAGGCG, TGTTGTGTG,
CCCTAGGTG und TCCTATATC) bestand keine Assoziation mit dem AMI.
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Tabelle 13: Haplotypen und assoziiertes AMI-Risiko in der erweiterten Haplotypanalyse

Haplotyp AMI-Gruppe (%) Kontrollgruppe (%) OR (95% Kil) P
TGCTGGATC 27,0 28,7 0,92 (0,82-1,03) 0,14
TCCCATGTC 17,8 18,8 0,94 (0,82-1,06) 0,31
CCCTAGGCG 15,0 16,4 0,89 (0,78-1,03) 0,11
CCTTGTGTG 15,7 12,9 1,25 (1,08-1,45)  0,0022
TGTTGTGTG 12,8 12,6 1,01 (0,87-1,18) 0,85
CCCTAGGTG 2,7 3,2 0,83(0,62-1,12) 0,23
CCCTGGATC 2,6 1,6 1,65 (1,14-2,38) 0,0074
TCCTATATC 14 1,8 0,79 (0,53-1,17 0,24
TGTTGTGTC 1,5 0,9 1,66 (1,02-2,70) 0,039
Andere 3,6 3,1 1,16 (0,88-1,54) 0,29

® Die Reihenfolge der Allele in den dargestellten Haplotypen stimmt mit der Reihenfolge der Positionen auf
Chromosom 6 dberein. Von links nach rechts: rs2048327, rs2076828, rs3127599, rs3123630, rs9346818,
rs9457930, rs9365168, rs7767084, rs10755578.

Sechs der sieben haufigsten 4-Marker-Haplotypen (CCCG, CTTG, TTTG, CCTG,
CCTC und TTTC), der engeren Haplotypanalyse der vorliegenden Arbeit, waren
jeweils in genau einem der 9-Marker-Haplotypen (CCCTAGGCG, CCTTGTGITG,
TGTITGTGIG, CCCTAGGTG, CCCTGGATC und TGTITGTGTIC) der erweiterten
Analyse enthalten. Der TCTC-Haplotyp (47,3%) war in drei der 9-Marker-Haplotypen
(TGCTGGATC (27,6%), TCCCATGIC (18,2%) und TCCTATATC (1,5%)) in der
erweiterten Haplotypanalyse enthalten. Jeder der drei Haplotypen TGCTGGATC,
TCCCATGITC und TCCTATATC wies einen Trend zu einem protektiven Effekt flr
den AMI auf (Tab. 13). Dieser Trend verstarkte sich im 4-Marker-Haplotyp TCTC zu
einer Assoziation mit einem erniedrigten AMI-Risiko (OR 0,89; 95% KI 0,80-0,98;
P=0,017). Fiur den CCTTGTGTG-, CCCTGGATC- und TGTTGTGTC-Haplotyp der
erweiterten Haplotypanalyse wurde, wie flr die entsprechenden 4-Marker-
Haplotypen (CTTG, CCTC und TTTC), eine signifikante Risikoerh6hung fir den AMI
festgestellt.
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Ahnlich wie die 4-Marker-Haplotypen wurden auch die 9-Marker-Haplotypen auf
eine mogliche Korrelation mit den Polymorphismen rs3798220 und rs10455872
geprift. Wie erwartet zeigte der CCCTGGATC-Haplotyp eine Korrelation (r?=0,77)
mit dem rs3798220-C-Allel. Der CCTTGTGTIG-Haplotyp wies eine Korrelation
(r’=0,28) mit dem rs10455872-G-Allel auf. Firr keinen der anderen Haplotypen
bestand eine Korrelation mit rs3798220 oder rs10455872 (r’<0,02) (Koch et al.
2013). Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen den 9-Marker-Haplotypen
und rs3798220 bzw. rs10455872 entsprechen damit den bereits vorgestellten
Ergebnissen der Korrelationsanalyse der 4-Marker-Haplotypen (siehe 3.12).

Der Einfluss von Haplotypen in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf das
AMI-Risiko wird daher in den wesentlichen Punkten bereits mit der Analyse der 4-
Marker-Haplotypen erfasst, die im Ergebnisteil dieser Arbeit vorgestellt wurde. Auch
die essentiellen Daten zur Korrelation von Haplotypen der SLC22A3-LPAL2-LPA-
Genregion mit den Risikoallelen rs3798220-C und rs10455872-G wurden bereits in

der Korrelationsanalyse der 4-Marker-Haplotypen der vorliegenden Arbeit erhoben.
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5. Zusammenfassung

Lp(a) zahlt aufgrund seiner thrombogenen und atherogenen Eigenschaften zu den
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Atherosklerose. Interindividuelle
Unterschiede in der Hohe des Lp(a)-Spiegels und in der Lange des Apo(a) stehen im
Zusammenhang mit genetischen Variationen.

In der vorliegenden Arbeit wurden genetische Variationen (SNPs) in der
SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion auf ihre Assoziation mit dem AMI geprift. Das
Studienkollektiv bestand aus 2.136 AMI-Patienten und 1.211 Kontrollpersonen. Zur
Genotypisierung wurde die TagMan-Methode verwendet.

Von den insgesamt sechs untersuchten SNPs (rs2048327, rs3127599,
rs7767084, rs10755578, rs3798220 und rs10455872) wurde fur zwei (rs3798220 und
rs10455872) eine Assoziation mit einem erhdhten AMI-Risiko nachgewiesen.
Haplotypen, gebildet aus den vier SNPs rs2048327, rs3127599, rs7767084 und
rs10755578, die einen grofRen Teil der Gesamtvariation in der SLC22A3-LPAL2-LPA-
Genregion erfassen, wurden auf eine Assoziation mit dem AMI geprift. Von den
sieben haufigsten Haplotypen (Haufigkeit >1%), waren vier (TCTC, CTTG, CCTC
und TTTC) mit dem AMI assoziiert. Der CTTG-, CCTC- und TTTC-Haplotyp fuhrte zu
einer signifikanten Erhéhung des AMI-Risikos, der TCTC-Haplotyp zu einer
signifikanten Risikoreduktion. Die drei restlichen Haplotypen (CCCG, TTTG und
CCTG) wiesen keine Assoziation mit dem AMI auf.

Sowohl rs3798220-C und rs10455872-G als auch der CCTC- und CTTG-
Haplotyp zeigten eine signifikante Risikoerhéhung fir den AMI. Zwischen dem
CCTC-Haplotyp und dem rs3798220-C-Allel, sowie zwischen dem CTTG-Haplotyp
und dem rs10455872-G-Allel wurde eine Korrelation nachgewiesen. Daraus ergibt
sich, dass die Risikoerh6éhung durch den CCTC- und den CTTG-Haplotyp zum Tell
durch eine Kopplung mit dem rs3798220-C- bzw. dem rs10455872-G-Allel erklart
werden kann.

Es stellte sich heraus, dass eine Haplotypanalyse mit 9 SNPs keine zusatzlichen
Informationen zur Assoziation der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion mit dem AMI
lieferte und die genetische Variabilitat in der SLC22A3-LPAL2-LPA-Genregion
bereits im wesentlichen Umfang durch die 4-Marker-Haplotypen erfasst wird.
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Somit wurde die Assoziation von Haplotypen in der SLC22A3-LPAL2-LPA-
Genregion mit dem AMI zum gro3en Teil auf eine Korrelation mit zwei bestimmten
Nukleotiden im LPA-Gen zuruckgefihrt und eine prazisere Definition der

Risikomarker erreicht.
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