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1. Einleitung
1.1 Pathogenese der koronaren Herzkrankheit und des Myokardinfarkts

Atherosklerose ist der Oberbegriff fur eine Reihe von Gefallerkrankungen, in deren
Folge es durch Wandverdickung zu einer Verfestigung der Arterienwand mit
konsekutivem Elastizitatsverlust und auch zu Lumeneinengung kommt. Gema WHO
wird sie definiert als ,eine variable Kombination von Veranderungen der Intima,
bestehend aus einer herdformigen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumabla-
gerungen, verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia“ (Bdcker et al., 2004).
Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die Manifestation der Atherosklerose in den
Koronararterien. Die KHK bezeichnet eine akute oder chronische Storung der Herz-
funktion, bei der es durch atherosklerotische Verengungen der Koronararterien zu
einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbrauch des
Herzmuskels kommt (Gerok et al., 2000; Herold et al., 2005). Man unterscheidet vier
Schweregrade der Koronarstenose (entsprechend der Querschnittsverminderung in
%) (Herold et al., 2005):

Grad I 25-49 %
Grad I 50-74 % (signifikante Stenose)
Grad Il 75-99 % (kritische Stenose)

Grad IV: 100 % (kompletter Verschluss)

Regionale Perfusionsstorungen des Myokards sind erst zu erwarten, wenn eine
Koronarstenose > 50 % des Gefallslumens einengt, wobei das Ausmal} von Kollate-
ralgefalen eine Rolle spielt. Sind > 75 % des GefalRvolumens eingeengt (kritische
Stenose), so ist bei Fehlen von kompensatorisch wirkenden Kollateralen die
Koronarreserve (Differenz zwischen Koronardurchblutung in Ruhe und maximal
mdglicher Koronardurchblutung) erschopft und es resultiert eine belastungs-
abhangige Angina pectoris, das Leitsymptom der KHK mit retrosternal lokalisierten
Schmerzen, die Sekunden bis Minuten andauern kdnnen. Die Patienten empfinden
diesen Schmerz meist als brennend, stechend oder einschnurend mit Ausstrahlung
zum Hals, Unterkiefer, Schultergegend, linken Arm bis in die ulnaren Fingerspitzen
oder in den Oberbauch. Klinisch gilt zu unterscheiden zwischen den Verlaufsformen
der Angina als stabile Angina pectoris oder als instabile Angina pectoris. Wahrend

bei der stabilen Angina pectoris die Beschwerden durch bestimmte Mechanismen
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(z. B. korperliche oder psychische Belastung) auslésbar und in Ausmal und Qualitat
relativ konstant bleiben, bezeichnet man neu auftretende, sich andernde, zunehmen-
de sowie bereits in Ruhe auftretende Schmerzen als Anzeichen einer instabilen
Angina pectoris (Herold et al., 2005; Gerok et al., 2000; Gawaz et al., 1999).

Nach WHO-Definition liegt ein Myokardinfarkt (MIl) vor, wenn bei instabiler Angina
pectoris Marker einer Myokardschadigung (z. B. Troponin T oder |, CK-MB-Creatinin-
Kinase, Myokardtyp) und typische Veranderungen in einem 12-Kanal-EKG
nachweisbar sind (Herold et al., 2005; Siegenthaler et al., 2006).

1.1.1 Epidemiologie

Nach Angaben der WHO ist die KHK derzeit die haufigste Todesursache auf der
Welt (Gerok et al., 2000). In den westlichen Industrielandern erleiden jedes Jahr ca.
300 pro 100.000 Einwohner einen Herzinfarkt. In den ersten Minuten und Stunden
nach dem Gefallverschluss ist das Sterberisiko am hdchsten: Etwa 25 % aller

Betroffenen Uberleben die ersten Stunden nicht (Lowel et al., 2002).

Tabelle 1. Todesursachenstatistik 2003 (Deutschland)

Todesursache Insgesamt Frauen Manner
Koronare Herzkrankheit 10,9 % 11,8 % 9,7 %
Akuter Myokardinfarkt 7,5 % 6,5 % 8,8 %

Statistisches Bundesamt Deutschland 2003 (www.destatis.de)

Im Jahr 2003 fuhrten die KHK und der akute MI die Todesursachenstatistik in
Deutschland mit 10,9 % und 7,5 % der registrierten Todesfalle an (Tabelle 1). Dabei
verstarben Manner haufiger an einem Herzinfarkt als Frauen (8,8 % vs. 6,5 %). So
erleiden unter 65 Jahren alte Manner im Vergleich mit gleichaltrigen Frauen bis zu 8-
mal haufiger einen Infarkt und versterben bis zu 9-mal ofter an der Erkrankung. Nach
dem 65. Lebensjahr weisen Manner ein 3-fach hoheres Risiko auf, ab dem 85.
Lebensjahr kommt es in etwa zu einem Gleichstand. Indes zeigt sich im Zeitraum von
1990 bis 2003 ein deutlicher Rickgang der Infarktsterblichkeit. So sank die
altersstandardisierte Sterblichkeitsrate bei Frauen von 48,0 auf 32,4 jahrliche
Infarkttodesfalle pro 100.000 Einwohnerinnen. Bei Mannern reduzierte sich die

Sterbeziffer im selben Zeitraum von 127,6 auf 71,4 (www.destatis.de).
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Seit 1975 ist die Mortalitat fir kardiovaskulare Erkrankungen in den meisten Landern
Europas (z. B. Schottland, Finnland, Irland und England) und in den USA um 24-
28 % gesunken. Etwa 45 % dieser Reduktionen sind der Verbesserung der
Therapien fur die KHK zuzuschreiben, die restlichen 55 % werden einer Reduktion
der Risikofaktoren, vor allem dem Rickgang des Rauchens und der Behandlung der

Hypertonie, zugeschrieben (Hennekens UpToDate 2007).

1.1.2 Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit

Durch epidemiologische Studien wurden zahlreiche Risikofaktoren fur das Auftreten
der KHK identifiziert (Saito et al., 2000). Als Risikofaktoren werden jene Faktoren
bezeichnet, die das Auftreten und die Progression einer Erkrankung statistisch
beginstigen koénnen. Solche Risikofaktoren kénnen einerseits eine genetische
Pradisposition sein oder durch Umwelteinflisse bedingt sein (Tabelle 2) (Bocker et
al., 2004). Nach ihrer Bedeutung fur die Progression der KHK werden sie nach
Risikofaktoren 1. Ordnung (z.B. arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus
Hypercholesterinamie, Nikotinabusus, Adipositas) und 2. Ordnung (z. B. Bewegungs-
mangel, Hyperhomocysteinamie, Stress und niedriger sozialer Status) gegliedert
(Bocker et al., 2004). Besonders ungunstig wirkt sich die Kombination mehrerer
Risikofaktoren aus; zum Beispiel wird durch inhalatives Rauchen das Koronarrisiko
verdoppelt, durch Rauchen plus Cholesterinerhdhung vervierfacht und durch
Rauchen plus Cholesterinerhdhung plus Hypertonie verachtfacht. Eine besondere
Gefahrdung ist bei der homozygoten Form der familidren Hypercholesterinamie, bei
Cholesterinwerten Uber 240 mg/dl gegeben sowie bei rauchenden Frauen, die
Antikonzeptiva einnehmen (Gerock et al., 2000). Bei ca. 30 % der Erkrankten spielt
eine familiare Belastung eine Rolle (Myers et al., 1990). Mit zunehmendem Alter
jedoch nimmt der Einfluss der genetischen Faktoren ab und der Einfluss der

umweltbedingten Faktoren zu (Adrissino et al., 1999).
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Tabelle 2: Risikofaktoren fur atherosklerotische Lasionen

Genetische Pradisposition

— Erhohter LDL/VDL-Spiegel

— Reduzierter HDL-Spiegel

— Erhoéhter Lipoprotein-(a)-Spiegel

— Homozysteinamie

— Diabetes mellitus und Adipositas

— Erhoéhter Spiegel von Gerinnungsfaktoren
— Depression und Verhaltensstorung

— Geschlecht

— Systemische Entziindungserkrankung
— Metabolisches Syndrom

— Familiare Haufung

Umweltfaktoren

— Fettreiche Ernahrung

— Nikotinabusus

— Niedriger Antioxidantienspiegel
— Infektion (z. B. Chlamydien)

Bocker et al. (nach A. J. Lusis: Atherosclerosis. Nature. 2000; 407: 234).

1.2 Physiologie der Hamostase

Die Hamostase stellt einen physiologischen Schutzmechanismus gegen Blutverlust
dar, der durch ein harmonisches Zusammenspiel von Gefallwand, Thrombozyten,
Blutgerinnung und Fibrinolyse gewahrleistet wird und durch positive und negative
Feedbackmechanismen herauf- oder herunterreguliert wird. (Loffler et al.,, 1998;
Silbernagl et al., 2005). Die Hamostase wird nach dem zeitlichen Ablauf in drei
verschiedenen Stadien unterteilt: primare Hamostase, sekundare Hamostase und
Fibrinolyse. Wahrend der primaren Hamostase fluhren vaskulare und zellulare
Faktoren zur Entstehung eines noch relativ unbefestigten Thrombozytenpfropfes
(primarer, ,weiller Thrombus®), der dann in der sekundaren Phase durch Aktivierung
des plasmatischen Gerinnungssystems mit Fibrin angereichert wird und auf diese
Weise das fragile Plattchenaggregat stabilisiert (sekundarer, ,roter Thrombus®). Im
Anschluss an diese Phase wird durch das fibrinolytische System der gebildete
Thrombus wieder abgebaut, um so eine Rekanalisierung zu ermdglichen (Gawaz et
al., 1999; Silbernagl et al., 2005).
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1.2.1 Vaskulare Hamostase

In der vaskularen Blutstillung steht eine reflektorische Kontraktion der Gefallwand im
Vordergrund, die durch die Reizung der glatten Muskulatur nach Verletzung der
Gefallwand ausgelost wird. Die Kontraktion wird unterstutzt durch die Freisetzung
vasokonstriktorischer Substanzen wie Serotonin und Katecholamin aus den Throm-

bozyten und der verletzten Gefallwand (Loffler et al., 1998; Silbernagl et al., 2005).

1.2.2 Zellulare Hamostase und Fibrinogen

Die zellulare Hamostase beginnt mit der Thrombozytenadhasion an subendothelialen
Kollagenfasern, die bei der Verletzung des Gefallendothels freigelegt wurden. Unter
physiologischen Bedingungen zirkulieren Blutplattchen in einem ruhenden Zustand,
ohne miteinander zu aggregieren oder mit der Gefallwand in Kontakt zu treten
(Gawaz et al., 1999). Kommt es jedoch zu einer Schadigung oder Verletzung der
Endothelschicht, werden subendotheliale Strukturen wie Kollagen oder der ,von-
Willebrand-Faktor® (VWF) freigelegt und somit die Adhasion der Plattchen ans
Endothel ermoglicht (Rugger, 1994; Schror et al., 2001; Silbernagl et al., 2005). Die
Adhasion flhrt zur Aktivierung und Formveranderung der Thrombozyten, indem sie
verschiedene vasokonstriktorische (z. B. Serotonin, Katecholamine, Thromboxan A2
(TxA2)) und aggregationsfordernde Substanzen (z. B. Adenosindiphosphat (ADP),
plattchenaktivierender Faktor (PAF)) aus ihrer Granula freisetzen. Gleichzeitig kommt
es zu einer Veranderung an der Thrombozytenoberflache und zur Anlagerung
weiterer Thrombozyten (Gawaz et al., 1999; Schror et al., 2001; Silbernagl et al.,
2005). Wahrend des Vorgangs der Aggregation werden biologisch aktive Substanzen
(z. B. ADP) freigesetzt, welche weitere Thrombozyten aktivieren und zur Aggregation
anregen (Ruggeri 1994, Schror et al., 2001). Die Interaktion zwischen zirkulierenden
Thrombozyten mit Zellen der Gefallwand kann durch die Freisetzung von Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und anderen biologisch aktiven Substanzen eine weitere
Progression der thrombotischen Veranderungen bewirken. So kann es im geschadig-
ten Bereich durch unkontrollierte Plattchenaktivierung und Aggregatbildung zu einem
transienten thrombotischen Gefallverschluss, oder durch permanenten Verschluss,
z. B. einer Koronararterie, zum Untergang des versorgten Myokardgewebes mit

nachfolgendem MI kommen.

Eine zentrale Bedeutung im Prozess der Aggregation kommt dabei dem Glyko-

protein(GP)llb-llla-Komplex auf der Thrombozytenoberflache zu. Im intakten Zustand
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kann kein l6sliches plasmatisches Fibrinogen an die Thrombozytenoberflache
binden. Erst nach Aktivierung des Blutplattchens kommt es im Bereich des GPlIb-
[lla-Komplexes zur Freilegung von Bindungsstellen fur Fibrinogen (Abbildung 1)
(Gawaz et al., 1999).

GPlib-llla Plittchenmembran

TURGD I

o - Dodekapeptid-KQAGDV ' I

§ " Dodekapeptid-Bindungsdomane

o-Kette —

B-Kette

T-Kette —

Abbildung 1: Aggregation-Fibrinogenbrtcken zwischen zwei GPIlb-llla-
Molekulen
(modifiziert nach Charo et al. 1994)

Die Bindung von Fibrinogen an den GPlIb-llla-Rezeptor erfolgt Uber spezifische
Bindungsregionen, den Carboxyterminus der y-Kette (KQAGDV-Sequenz) und zwei
Signalsequenzen im Bereich der a-Kette (RGD-Sequenz). So kdnnen sich zwischen
zwei benachbarten Thrombozyten Uber ,Fibrinogenbricken® Plattchenaggregate
bilden (Gawaz et al., 1991; Plow 1992).
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1.2.3 Plasmatische Hamostase und Fibrinolyse

Die plasmatische Gerinnung erfolgt unter der Beteiligung von Gerinnungsfaktoren,
die im Plasma normalerweise in inaktiver Form vorliegen und im Verlauf der
Gerinnung stufenweise aktiviert werden. Die plasmatische Hamostase kann Uber den
exogenen Weg (extravaskular), der durch Gewebethromboplastin (Tissue Factor, TF)
aus verletztem Gewebe in Gang gesetzt wird, aktiviert werden. Der endogene Weg
(intravaskular) wird dadurch aktiviert, dass Faktor XII mit Kollagenfasern aus verletz-
tem Endothel und in Gegenwart von hochmolekularem Kininogen und Kallikrein in
Beruhrung kommt. In der Folge wird Faktor XI aktiviert und durch diesen dann Faktor
IX (Abbildung 2). Die beiden Aktivierungswege minden in einer gemeinsamen
Endstrecke (Faktor X). Der aktivierte Faktor Xa bildet in Kombination mit Calcium
(Ca?"), Phospholipiden und Faktor V die Prothrombinase, welche die Aktivierung von
Prothrombin zu Thrombin katalysiert. Durch Einwirkung von Thrombin wird Fibrino-
gen zu Fibrin konvertiert. Dabei werden vom Fibrinogenmolekul die Fibrinopeptide A
und B abgespalten. Die so entstandenen Fibrinmonomere (siehe S. 20)
polymerisieren zu instabilem Fibrin, welches sich unter dem Einfluss der Trans-
glutaminase Faktor XllI (fibrinstabilisierender Faktor) in ein unldsliches Fibrinnetz
umwandelt (Cottier et al., 1980; Mduller-Berghaus et al., 1999). Das Fibringerinnsel
dient als GerUst fur die Adhasion, Ausbreitung, Migration und Proliferation von
Zellen, was wesentlich zu einem dauerhaften Verschluss der Lasion fuhrt. Im
Anschluss an die plasmatische Gerinnung wird das quervernetzte Fibrin durch die
proteolytische Serinprotease Plasmin in Fibrinspaltprodukte X, Y, D und E gespalten.
Durch die Fibrinolyse ist zum einen eine Gegenregulation zu der im Blut
physiologischerweise standig ablaufende Gerinnung gewahrleistet, zum anderen hat
sie die Aufgabe, die Fibrinablagerungen, die bei der Wundheilung entstehen, zu
entfernen und so die Voraussetzung flr Rekanalisierung und Wundheilung zu
schaffen (Silbernagl et al., 2005).
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Abbildung 2: Endogenes und exogenes Blutgerinnungssystem
(nach Muller 1993)

1.2.4 Pathogenese der Atherosklerose und Thrombusbildung

Die atherosklerotischen GefaRlasionen treten bevorzugt an Verzweigungen auf, in
Bereichen mit hoher mechanischer Belastung und einem Ubergang der vorwiegend
laminaren in eine turbulente Strémung. So sind bei der Aorta vor allem die
GefalRabgange befallen. In den Karotiden (Halsschlagader) und der Koronarzirkula-
tion treten atherosklerotische Veranderungen im Bereich von Verzweigungen auf
(Griebenow et al., 1999; Gerok et al., 2000).

Bei der Entstehung der Atherosklerose handelt es sich um einen komplexen Vor-
gang, der durch eine vielseitige Wechselwirkung zwischen Endothel, glatten Muskel-
zellen der Tunika media der Arterien, Blutplattchen, Monozyten bzw. Makrophagen,

aktivierten T-Lymphozyten sowie Wachstumsfaktoren und Zytokinen charakterisiert
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ist. Zur Entstehung der Atherosklerose hat sich die ,Response-to-Injury“-Hypothese
etabliert, die von Ross (1999) ausfuhrlich beschrieben wurde. Dabei handelt es sich
um eine ,Verletzung“ des Endothels durch schadigende Faktoren (z.B.
Hyperlipidamie, Hypertonie), die zu einer endothelialen Dysfunktion fuhren. In der
Folge kommt es zum Verlust der physiologischen Funktion des Endothels. Die
Aufgabe des Gefalkendothels besteht in der Regulation der Flie3eigenschaften des
Blutes, der Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten und der Steuerung des
vaskularen Tonus. Dies erfolgt, indem vasoaktive Substanzen wie z. B. Stickstoff-
monoxid (NO), Prostazyklin (PGI2), Endothelin (ET) und Angiotensin Il (All) gebildet
werden. Das geschadigte Endothel zeichnet sich durch eine erhéhte Permeabilitat fir
Lipoproteine aus (Lefkowitz et al., 2001). Die Folge ist eine verstarkte Expression
von Adhasionsmolekilen wie E-Selektin und ICAM 1 (interzellulares Adhasions-
molekul-1) auf der Oberflache des Endothels. Diese Adhasionsmolekile sind in der
Lage, zirkulierende Monozyten und T-Lymphozyten an das Endothel zu binden.
Dadurch wird die Infiltration von Monozyten und Leukozyten in den subendothelialen
Raum gefordert. Die einwandernden Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen,
die modifiziertes bzw. oxidiertes ,Low density“-Lipoprotein (LDL) aufnehmen und da-
durch zu Schaumzellen werden. Diese Lipidakkumulation in der Intima, die auch als
Fettstreifenlasion (fatty streak) bezeichnet wird, ist die erste pathologisch sichtbare
Veranderung in der Arterienwand. Im weiteren Verlauf werden Wachstumsfaktoren
und Zytokine durch eingewanderte Leukozyten sezerniert und verursachen dadurch
eine Entziindungsreaktion. Zum einen differenzieren sich daraufhin die glatten Mus-
kelzellen der medialen GefalBwand vom kontraktilen zum synthetischen Phanotyp,
was zur Migration in die Intima, zur verstarkten Proliferation und zur Bildung
extrazellularer Matrix fuhrt. Folge ist ein konsekutiver Gewebeumbau mit einer
bindegewebigen Kappe, die einen Lipidkern aufweist (,atherosklerotische Plaque®)
(Libby 2002). Die Entwicklung einer fibrosen Kappe, die die atherosklerotische
Plague vom zirkulierenden Blutstrom trennt, ist die Folge eines verengten
Gefallumens (Ross 1999b). Wird die stabile Plaque instabil, zum Beispiel durch den
Abbau extrazellularer Matrix durch Matrixmetalloproteasen, die aus akkumulierten
Makrophagen freigesetzt werden, kommt es zur Ausdunnung der fibrosen Kappe,
was schliel3lich durch die Scherkrafte des Blutstroms eine Plaque-Ruptur bewirken

kann (Gerok et al., 2000). Durch die Ruptur einer entzindlichen arteriosklerotischen
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Plaque kommt es zur plétzlichen Bildung eines frischen Thrombus und zum

vollstandigen Verschluss des GefalRlumens (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Stadien der Atherosklerose
(nach Siegenthaler et al. 2006)

Das Risiko einer Ruptur ist vor allem abhangig von der Zusammensetzung der
jeweiligen Plaque. Dabei ist die Instabilitat der atherosklerotischen Plaque durch das
Vorhandensein und die GrolRe des Lipidkerns sowie durch die abnehmende Starke
der fibrésen Kappe bestimmend. Die Ruptur der Plaque und die damit verbundene
Verletzung der Gefallwand fuhren zur Freisetzung des thrombogenen Materials
(z. B. VWF), welche die vaskulare und durch freigelegtes Kollagen auch die zellulare
Hamostase aktivieren. Die FlieReigenschaften des Blutes werden durch das schnelle
Wachstum und die gerinnungsférdernde Oberflache des Thrombus unglnstig beein-
flusst, so dass eine weitere Ablagerung von Thrombozyten aufrechterhalten wird, die
schlieBlich zum kompletten Verschluss des Gefalslumens fuhren kann (Gawaz et al.,
1999; Fuster et al., 1992).
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1.3 Fibrinogenmolekdl

Humanes Fibrinogen, ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 340 kDa,
wird von den Parenchymzellen der Leber gebildet und gehdrt zu den Akutphasen-
proteinen (Cottier, 1980; Muller-Berghaus et al., 1999). Als Blutkomponente liegt es
im Gesamtblut in einer physiologischen Konzentration von 1,6-3,5 g/l (Barthels et al.,
2003) vor, mit einer biologischen Halbwertszeit von funf Tagen (Loffler et al., 1998).
Fibrinogen besteht aus zwei symmetrischen Halbmolekulen, die jeweils aus drei nicht
identischen Polypeptidketten a-Fibrinogen (Aa-Kette), B-Fibrinogen (Bp-Kette) und y-
Fibrinogen (y-Kette) bestehen, die durch Disulfidbrucken miteinander verbunden
sind. Mit einer Anzahl von 610 Aminosauren und einem Molekulargewicht (MG) von
66.500 ist das a-Fibrinogen (Aa-Kette) die grofdte und das y-Fibrinogen (y-Kette) mit
einer Anzahl von 411 Aminosauren und einem MG von 46.500 die kleinste der drei
Polypeptidketten. Mit einem MG von 52.000 besteht das pB-Fibrinogen (Bp-Kette) aus
561 Aminosauren (Muller-Berghaus et al., 1999). Das Fibrinogenmolekul weist eine
Drei-Domanen-Struktur auf: zwei terminale D-Domanen, die mit einer zentralen
E-Domane uber stabchenartige Konnektoren, die aus den Mittelstucken der

Polypeptidketten bestehen, verbunden sind.

Die Fibrinopeptide A und B, die sich an den aminoterminalen Enden des a-Fibrino-
gens und B-Fibrinogens befinden, werden durch Thrombin bei der Umwandlung von
Fibrinogen in Fibrin abgespaltet (Abbildung 4) (Hofmann 2006).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Fibrinogenmolekils
(Hofmann 2006)

1.4  Fibrinogen-Gen

Die drei Gene, die das a-Fibrinogen, das pB-Fibrinogen und das y-Fibrinogen
kodieren, befinden sich in einer Region von 50 kb auf Chromosom 4 (im Bereich von
4923 bis 4932) (Chung et al., 1990; Kant et al., 1985; Humphries et al., 1984). In der
Abbildung 4 ist die Fibrinogen-Genregion dargestellt. Die DNA-Sequenz der drei
Fibrinogen-Gene weist erhebliche Homologien auf, so dass man davon ausgehen
kann, dass die Gene durch Duplikation und anschlieBende Diversifikation eines
gemeinsamen Vorlaufergens entstanden sind (Loffler et al., 1998). Das Fibrinogen-a-
Gen ist zwischen dem Fibrinogen-y- und dem Fibrinogen-B-Gen lokalisiert. Die
Transkriptionsrichtung des Fibrinogen-p-Gens ist derjenigen des Fibrinogen-o- und

Fibrinogen-y-Gens entgegengesetzt (Chung et al., 1990; Mannila et al., 2005).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Fibrinogen-Genregion
FGG, Fibrinogen-y-Gen, FGA, Fibrinogen-a-Gen, FGB, Fibrinogen-f-
Gen. Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung (nach Mannila et
al., 2005).

1.5 Fibrinogen und Atherosklerose

Fibrinogen erhoht die Blutviskositat (Leschke et al., 1988) und ist in atheroskleroti-
sche Prozesse involviert (Koenig et al., 2003). Bereits in frihen atherosklerotischen
Lasionen, besonders aber in fortgeschrittenen Plaques, ist es in hoher Konzentration
nachzuweisen (Bini et al., 1989). Mehrere prospektive epidemiologische Studien
zeigten, dass eine erhohte Fibrinogenkonzentration ein unabhangiger Risikofaktor fur
kardiovaskulare Erkrankungen ist (Ernst et al., 1993; Danesh et al., 1998; Maresca et
al., 1999; Fibrinogen Studies Collaboration 2005). Ebenfalls bestatigen mehrere
Studien eine Assoziation zwischen einem erhohten Fibrinogenspiegel im Plasma und
atherosklerotischen Manifestationen in koronaren, zerebralen und peripheren
Gefalken (Wilhelmsen et al., 1984; Kannel et al., 1987; Lee et al., 1999; Yarnell et al.,
1991). Fibrinogen und seine Degradationsprodukte scheinen die vaskulare
Proliferation zu stimulieren und haben eine chemoattraktive Wirkung auf Neutrophile,
Fibroblasten und Monozyten. Des Weiteren beeinflusst Fibrinogen die Ablagerung
von Lipiden in fibrésen Plaques, indem Fibrin Lipoprotein (a) in hoher Affinitat bindet
und eine konsekutive Lipidakkumulation fordert (Koenig et al., 2003). Bei akutem MI
korreliert der Fibrinogenspiegel positiv mit dem Stenosegrad, dem Ausmal’ der KHK
und dem Schweregrad der klinischen Symptomatik (Muller-Berghaus et al., 1999;
Leschke et al., 1988). Ebenfalls korrelieren Unterschiede im Fibrinogen-Gen mit dem
Risiko der Entstehung einer KHK sowie einer peripheren arteriellen Verschlusskrank-
heit (PAVK) (Lee et al., 1999; de Maat et al., 1998).
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1.6 Genpolymorphismen und koronare Herzkrankheit

Die KHK ist eine komplizierte, multifaktorielle Erkrankung, die von einer besonderen
genetischen Disposition und einer Vielzahl verschiedener Risikofaktoren abhangig
ist. Schwedische Forscher haben in einer Langzeitstudie an Uuber 10.000
Zwillingspaaren den genetischen Risikofaktor bestimmt. Diese Studie zeigte, dass,
wenn ein Geschwisterteil vor dem 55. Lebensjahr an der KHK verstarb, das Risiko,
ebenfalls an einer KHK zu sterben, fur mannliche monozygote Zwillinge um das 8,1-
Fache erhoht war. Noch ausgepragter, namlich um den Faktor 15 erhoht, war das
Risiko bei monozygoten weiblichen Zwillingen, wenn der eine Zwilling an einer KHK
vor dem 65. Lebensjahr verstarb (Marenberg et al., 1994). Von zunehmender
wissenschaftlicher Bedeutung fur die Atherogenese sind Gene, die im
Fettstoffwechsel, der Blutgerinnung und der Blutdruckregulation eine zentrale Rolle
einnehmen. Gene mit potentieller Assoziation zur KHK werden als Kandidatengene
bezeichnet. Zu diesen Genen zahlen diejenigen, die flr die Apolipoproteine B und E,
das Lipoprotein (a), die Fibrinogen-Untereinheiten und die endotheliale
Nitroxidsynthase (eNOS) kodieren (Gerok et al., 2000; Kostner 1990; Walter et al.,
2000).

Im Mittelpunkt der genassoziierten Studien stehen Polymorphismen, die in einem
moglichen Zusammenhang mit der Krankheit stehen. Im Falle der ischamischen

Herzerkrankung gehoren hierzu:

1. Fettstoffwechsel: der ¢€1/e2/e3-Polymorphismus des Apolipoprotein-E-Gens
(Herold et al.,, 2005); heterozygoter LDL-Rezeptordefekt Arg3500GIn
(Siegenthaler et al., 2006; Kostner, 1990).

2. NO-Stoffwechsel: Glu298Asp-Polymorphismus des NO-Synthase-Gens (Tesauro
et al., 2000; Walter et al., 2000)

3. Renin-Angiotensin-System: |/D-Polymorphismus im Angiotensin-1-converting-
Enzym(ACE)-Gen (Amant et al., 1997; Furster et al., 1994; Walter et al., 2000).

4. Homocystein-Stoffwechsel: C677T-Polymorphismus des Methylentetrahydro-
folatreduktase- (MTHFR-) Gens (Herold et al., 2005; Walter et al., 2000).

5. Fibrinogen-System: —455G/A-Polymorphismus des Fibrinogen-p-Gens (Green et
al., 1993; Thomson et al., 1991); —448-Polymorphismus des Fibrinogen-p-Gens
(Carter et al., 1997).
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Ein Genlocus wird als polymorph bezeichnet, wenn das seltenere Allel haufiger als
1 % in der untersuchten Population auftritt (Strachan et al., 2005). Bei den meisten
der untersuchten Polymorphismen handelt es sich um Einzelnukleotidpoly-
morphismen, die im menschlichen Genom im Abstand von durchschnittlich etwa 300

Basen vorkommen (Knippers 2006).

Variationen in den Genen der Komponenten der Gerinnungs- und
Fibrinolysesysteme sind wahrscheinlich mit der KHK und dem MI assoziiert (Mannila
et al., 2005; Thomas et al., 1991; Gardemann et al., 1997). Es sind vor allem
diejenigen Allele der Genpolymorphismen von Interesse, die zur Ausbildung
unterscheidbarer Phanotypen fluhren. Dazu gehdhren quantitative oder funktionelle
Veranderungen des jeweiligen Genprodukts. So sind Polymorphismen im Promotor
des Fibrinogen-p-Gens (-455G/A und —-854G/A) in der Lage Transkription und
Expression des Gens zu beeinflussen (van’t Hooft et al., 1999). AuRerdem kdnnen
Polymorphismen, die innerhalb von Exonen liegen, zum Austausch einer Aminosaure
fuhren (z. B. Austausch von Glutamat durch Aspartat des eNOS 894G/T-Polymor-
phismus) und dadurch die Funktion des Proteins mdglicherweise beeintrachtigen.

1.7 Polymorphismen des Fibrinogens

In der Fibrinogen-Genregion sind zahlreiche Polymorphismen identifiziert worden
(Tabelle 3) (Mannila et al., 2005; Behague et al., 1996). Die groRte genetische
Varianz zeigt dabei das Fibrinogen-p-Gen (Mannila et al., 2005; Behague et al.,
1996). In zahlreichen Studien wurde versucht, eine Assoziation der Fibrinogen-
Genpolymorphismen mit dem MI nachzuweisen (Mannila et al., 2005; Mannila et al.,
2004; van 't Hooft et al., 1999; de Maat et al., 1998; Behague et al., 1996). Mannila
und Mitarbeiter untersuchten mehrere Polymorphismen im Fibrinogen-Gen, um ihre
Assoziation zum MI aufzuweisen. Insgesamt wurden acht der identifizierten
Polymorphismen im Fibrinogen-y-, -a- und -B-Gen untersucht: der —647A>G-,
1299+79T>C- und 1300-189C/T-Polymorphismus im Fibrinogen-y-Gen, der —58G>A-
und Thr312Ala-Polymorphismus im Fibrinogen-a-Gen, sowie der —249C>T-, —
455G>A- und —854G>A-Polymorphismus im Fibrinogen-p-Gen. Diese Studie belegte,
dass die Genotypkombination TG (1299+79T>C, -58G>A) und TGC (1299+79T>C, —
58G>A, —455G>A) mit einem erhdhten MI-Risiko assoziiert war.
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Carter und Mitarbeiter zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Thr312Ala-Poly-
morphismus des Fibrinogen-a-Gens und der gesteigerten Mortalitdt nach Schlagan-
fall bei bestehendem Vorhofflimmern (Carter et al., 1999). Des Weiteren wurde ein
Zusammenhang des Thr312Ala-Polymorphismus mit dem Auftreten von Lungenarte-
rienembolie gezeigt (Carter et al., 2000). Diese Studie belegte, dass das Ala312-Risi-
koallel des Thr312Ala-Polymorphismus mit einem erhdhten Embolierisiko assoziiert
ist. Auf dem Fibrinogen-B-Gen sind Polymorphismen identifiziert worden, die mit
einem erhohten Plasmafibrinogenspiegel assoziiert sind (—-854G>A, —455G>A,
—-148C>T, Arg448Lys, Bcl I) (Mannila et al., 2005; Mannila et al., 2004; lacovello et
al., 2001; van 't Hooft et al., 1999; de Maat et al., 1998). Van 't Hooft und Mitarbeiter
haben den Zusammenhang zwischen den B-Fibrinogen —455G/A- und —854G/A-
Polymorphismen und dem erhohten Plasmafibrinogenspiegel in Probanden
untersucht. Dabei zeigte sich, dass das A-Allel des —455G/A-Polymorphismus und
des —854G/A-Polymorphismus mit erhéhtem Plasmafibrinogenspiegel in gesunden
Probanden signifikant assoziiert war (van’t Hooft et al., 1999). AuRerdem ist das
A-Allel mit einer beschleunigten Progression der Koronarsklerose assoziiert (de Maat
et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt drei Polymorphismen im Fibrinogen-
Gen untersucht. Fiur diese wurden die in der Literatur gebrauchlichsten Bezeichnun-
gen verwendet: der Thr313Ala-, Arg448Lys- und —-148C/T-Polymorphismus. Der
Thr312Ala-Polymorphismus des Fibrinogen-a-Gens liegt im Exon 5, der Amino-
saurenaustausch an Position 312. Der Arg448Lys-Polymorphismus des Fibrinogen-
B-Gens liegt im Exon 8, der Aminosaurenaustausch an Position 448. Der —148C/T-
Polymorphismus des Fibrinogen-B-Gens liegt in der 5’-Region, —148 bezieht sich auf

die Transkriptionsstartstelle.
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Tabelle 3: Polymorphismen der Fibrinogen-Gene

Gen Polymorphismus rs-Nummer
FGG —1420T>A rs2066854
-942C>T -
-867C>T -
—647A>G rs1800792
1299+79T7>C rs1049636
1300-189C/T rs2066864
216C>T rs2066865
FGA —-2031G>A rs2070006
—-1441A>G -
-1407C>G -
-1106T>G -
-58G>A rs2070011
180+123G>A rs2070014
Thr312Ala rs6050
FGB -1420G>A rs1800789
-993C>T rs2227389
—-854G>A rs1800791
—455G>A rs1800790
—249C>T rs1800788
Arg448Lys rs4220
-148C>T rs1800787

FGG, Fibrinogen-y-Gen, FGA, Fibrinogen-a-Gen, FGB, Fibrinogen-B-Gen
(Mannila et al., 2005)
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1.8 Ziel der Arbeit

Es war das Ziel dieser Arbeit festzustellen, ob zwischen Variationen im Bereich der
Fibrinogen-Gene und dem MI eine Assoziation besteht. Untersucht wurden die
Polymorphismen Thr312Ala im Fibrinogen-a-Gen sowie Arg448Lys und —148C/T im
Fibrinogen-B-Gen. Ausschlaggebend fur die Wahl dieser Polymorphismen war ihre

bereits nachgewiesene Bedeutung fur die Genexpression und die Fibrinstruktur.

Zur Genotypisierung standen DNA-Proben von 3657 MI-Patienten und 1211
Kontrollpersonen zur Verfigung. Die Untersuchung der Proben erfolgte unter
Verwendung der Polymerasekettenreaktion in Verbindung mit dem Einsatz
allelspezifischer DNA-Sonden (TagMan-Verfahren). Die genetische Analyse bestand
aus der Bestimmung der Genotypen und verschiedener Allelkombinationen
(Haplotyp, Diplotyp). Ein Vergleich der Verteilung der Genotypen und
Allelkombinationen zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe diente zur Klarung
der Frage, ob eine Assoziation der Fibrinogen-Polymorphismen und dem MI

nachweisbar ist oder nicht.

Diese Arbeit ist ein Teil eines grolReren Projektes, in dem die Bedeutung der
gesamten genetischen Variation der Fibrinogen-Genregion fir den MI untersucht

wurde.
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2. Methoden
2.1 Kontrollpersonen und Patienten

Dieser Fall-Kontrollstudie liegt ein Kollektiv von 1.211 Kontrollpersonen und 3.657
MI-Patienten aus dem siuddeutschen Raum zugrunde, die im Zeitraum von 1993 bis
2002 einer koronarangiographischen Untersuchung im Deutschen Herzzentrum Mun-
chen oder in der 1. Medizinischen Kilinik, Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitat Munchen unterzogen worden waren. Alle Personen, die an der Studie
teilgenommen haben, haben ihr Einverstandnis zur genetischen Analyse gegeben.
Die Durchfuhrung der Studie stand im Einklang mit der Deklaration von Helsinki. Das
Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission des Klinikums rechts der lIsar

genehmigt.

2.2 Definitionen

Die Personen, die zu der Kontrollgruppe zahlten, wiesen einen angiographisch
gesicherten unauffalligen Koronarbefund auf. Sie wurden aufgrund von pektanginé-
sen Beschwerden einer Koronarangiographie unterzogen. Ein akuter M| wurde bei
anhaltenden retrosternalen Schmerzen (<20 min) mit EKG-Veranderungen (ST-
Hebungen, pathologische Q-Welle) verbunden mit einem Anstieg der Herzenzyme
diagnostiziert. Die Diagnose eines abgelaufenen M| wurde durch charakteristische
Veranderungen im 12-Kanal-EKG festgestellt. Eine arterielle Hypertonie wurde bei
systolischen Blutdruckwerten > 140 mmHg und/oder diastolischen Blutdruckwerten
>90 mmHg bei mindestens zwei Messungen diagnostiziert (Guidelines
Subcommittee 1999). Eine Hypercholesterinamie lag bei einer Serumcholesterin-
konzentration (ntchtern) > 240 mg/dl vor. Die Personen, welche in den letzten sechs
Monaten regelmaldig rauchten, wurden als Raucher definiert. Der Diabetes mellitus
wurde diagnostiziert, wenn die Patienten insulinpflichtig waren oder orale
Antidiabetika einnahmen. Entsprechend den WHO-Kriterien wurde diese Diagnose
auch fur diatisch eingestellte Diabetiker vergeben bei pathologischem
Glukosetoleranztest und/oder wenn wahrend des Klinikaufenthaltes erhohte Werte
fur Nuchtern-Glukose in mindestens zwei Blutabnahmen festgestellt worden waren
(World Health Organisation Study Group 1985).
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2.3 DNA-Proben

Zur Genotypbestimmung wurde DNA zur Verfugung gestellt, die aus Leukozyten des
peripheren Blutes prapariert worden war. Zur Praparation der DNA wurde der
»,QIAmp DNA Blood Kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland) oder der ,High Pure PCR
Template Preparation Kit* (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland) ver-
wendet. Der Vorgang bestand aus Lyse der Zellen, Bindung der DNA, Reinigung und
Isolierung der reinen DNA. Die Lagerung der DNA-Proben erfolgte bei —25°C.

2.4  Genotypbestimmung des Thr312Ala-, Arg448Lys- und —148C/T-

Polymorphismus

Die verwendete TagMan-Methode zur Genotypisierung basierte auf dem Verfahren
der PCR. Mit Hilfe der PCR ist es moglich, einen bestimmten Abschnitt der DNA zu
vervielfaltigen (Amplifikation) und damit einer Analyse wie z.B. der Genotypisierung
zuganglich zu machen. Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei dem nach jedem
Zyklus die Anzahl der Molekule verdoppelt wird; somit kommt es zu einem exponen-
tiellen Anstieg des ausgewahlten DNA-Abschnitts. Weil jeder Zyklus eine Hitzedena-
turierung enthalt, wird eine thermostabile DNA-Polymerase — namlich die aus dem
Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) — verwendet. Die DNA-Doppel-
strange werden zunachst durch Erhitzen auf 95°C in Einzelstrange getrennt
(Denaturierungsphase). Anschlielend wird die Temperatur abgesenkt, damit sich die
Primer spezifisch an die Template-DNA anlagern konnen (Annealing). Danach

katalysiert die Tag-(DNA)Polymerase die Verlangerung der Primer.

Das TagMan-Verfahren basiert auf einer Kombination aus der PCR und der
5’-Nuklease-Reaktion (Livak 1999). Dafur werden ein Primerpaar und zwei fur die
beiden Allele spezifische DNA-Sonden bendtigt. Primer und Sonden wurden mit Hilfe
der Primer Express Software (Version 2.0.0; Applied Biosystems) ermittelt. Die
Sequenzen der Oligonukleotide wurden Daten entnommen, die in der GenBank
niedergelegt sind. Die DNA-Sonden sind kurze Oligonukleotide, die zum DNA-
Abschnitt um die polymorphe Stelle herum komplementar sind. Die beiden Sonden
sind an ihrem 5’-Ende mit je einem von zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert FAM (6-Carboxifluoreszein) und VIC (Fluoreszenzfarbstoff der Firma
Applied Biosystems), der als Reporterfarbstoff (R) fungiert. Am 3’-Ende befindet sich
der Quencherfarbstoff (Q) TAMRA (6-Carboxitetramethylrhodamin). Bei Intaktheit der
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Sonde verringert die relative Nahe des Q zum R die Aussendung des
Fluoreszenzsignals. Die Tag-Polymerase besitzt eine 5'—3’-Exonukleaseaktivitat, die
wahrend der PCR die an den DNA-Strang hybridisierte komplementare Sonde
hydrolysiert. Durch den Abbau der fluorogenen Sonde kommt es zur rdumlichen
Trennung des Q und R und damit zu einer fur die Messung entscheidenden

Erhéhung der Fluoreszenzintensitat des R (Abbildung 6).

Nach der Beendigung der Reaktion erfolgt eine automatische Auswertung der allel-
spezifischen Fluoreszenzsignale und die Zuordnung des entsprechenden Genotyps.
Dies geschah unter Verwendung des ,ABI Prism 7700 Sequence Detection System®.

In Tabelle 4 sind die Basensequenzen der verwendeten Primer und Sonden gezeigt.
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Abbildung 6: TagMan-Reaktion

Schematische Darstellung eines Zyklus des TagMan-Verfahrens

nach einer Abbildung im Protokoll fur den ,TagMan Universal PCR

Master Mix“ (Applied Biosystems).
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Tabelle 4. Primer und Sonden fir die Amplifikation der polymorphen Sequenzen

des Fibrinogen-a- und Fibrinogen-p-Gens

Polymorphismus

Primer und Sonden*

FGA Thr312Ala

FGB Arg448Lys

FGB —148C/T

Primer (5—3’)

5 GAGGGACTGCAACCTGGAAAC 3’
5 CCAGGGTTTTGGTTTCCAGTACT 3

TagMan Sonden (5 —3’)

FAM-TCCAGCTTCCAGTACTTCCAGGTCCA
VIC-TCCAGCTTCCAGCACTTCCAGGTC

Primer(5—3’)

5 ACAGATGATGGTGTAGTATGGATGAATT &
5 GGGACTATTGCTGTGGGAAGAA 3’

TagMan Sonden(5’—>3’)

FAM-ACTCATCTTCCTCATTGAGTACCATGACCC
VIC-CATACTCATCTTCITCATTGAGTACCATGACCC

Primer (5—>3’)

5 CCCATCATTTTGTCCAATTAAATGA 3
5 ACTTGTTGGCTGAACCATTTTATCA 3’

TagMan Sonden (5—>3’)

FAM-CAACATCTTCCCAGCAAAGCTTATTTACTTGTC

VIC-CAACATCTTCCCAGCAAAACTTATTTACTTGTCA

*FAM (6-Carboxifluoreszein) und VIC sind Fluoreszenzfarbstoffe der Firma

Applied Biosystems. Die allelspezifischen Nukleotide sind unterstrichen.

FGA, Fibrinogen-a-Gen, FGB, Fibrinogen-p-Gen
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Fir die Genotypisierung der Polymorphismen wurden je zwei allelspezifische Sonden
verwendet. Die Sonde fur das 312A-, fur das 448G-, und fur das —148C-Allel war mit
dem Reporterfarbstoff FAM und die Sonde fur das 312G-, fur das 448A-, und fur das
—-148T-Allel mit dem Reporterfarbstoff VIC am 5’-Ende markiert.

Der Reaktionsmix flr den TagMan Assay bestand aus Universal Master Mix (Applied
Biosystems, Darmstadt), Forward Primer, Reverse Primer und Sonden (FAM) und
(VIC). Der Reaktionsansatz fur den TagMan Assay ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Bestandteile des Reaktionsmix fur den Thr312Ala-, Arg448Lys-
und —148C/T-Polymorphismus

Bestandteile Menge (100 Reaktionen)
H20 (deionisiert) 790 pl

Unversal Master Mix 1.100 pl

Forward Primer 33 ul (150 nmol/l)
Reverse Primer 33 ul (150 nmolll)
FAM-markierte Sonde 22 ul (100 nmol/l)
VIC-markierte Sonde 22 ul (100 nmolll)

Von diesem Reaktionsmix wurden 20 ul in jede Vertiefung einer 96-Loch-Platte
gegeben, anschliefend wurden 2 yl der DNA-L6sung oder deionisiertes Wasser
(Negativkontrolle) hinzugefugt. Die Belegung einer 96-Loch-Platte war folgende: zwei
Negativkontrollen, 6 Positionen fur DNA mit bekanntem Genotyp als Referenzen (je 2

pro Genotyp) und 92 Positionen fur Patientenproben mit unbekanntem Genotyp.

Es wurden Thermocycler des Typs ,GeneAmp PCR System 9600 und ,GeneAmp
PCR System 9700“ (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Das PCR-Protokoll
bestand aus 35 Zyklen mit jeweils zwei Reaktionsschritten: 1. Denaturierung bei
92°C fur 15 Sekunden, 2. ,Annealing“ und Polymerisation bei 62°C (Thr312Ala-Poly-
morphismus) oder 60°C (Arg448Lys- und —148C/T-Polymorphismus) fur 1 Minute
Nach Abschluss der PCR erfolgte die Auswertung der Ergebnisse mit dem ,ABI
Prism 7700 Detection System* (Applied Biosystems, Darmstadt). Zur Kontrolle wurde
bei 20 % der Studienteilnehmer eine zusatzliche Bestimmung des Genotyps

durchgefuhrt. Die DNA-Proben, die fur die Zweitbestimmung verwendet wurden,
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waren separat von den originalen Blutproben isoliert worden. Die
Genotypbestimmung wurde ohne Kenntnis von klinischen und angiographischen

Daten des Patienten durchgefuhrt.

2.5 Statistik

Diskrete Variablen wurden als Zahl oder Prozentanteil angegeben und mittels Chi-
Quadrat-Test oder Fischer's Exact Test verglichen. Kontinuierliche Variablen wurden
als Mittelwert + Standardabweichung angegeben und mittels des nicht gepaarten
zweiseitigen t-Tests oder mittels Varianzanalyse fur mehr als zwei Gruppen
verglichen. Es wurde gepruft, ob sich die Genotypverteilung in der Kontrollgruppe im
Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Gesetz) befindet und damit derjenigen entspricht,
die in einer stabilen homologen Population erwartet wird (Henning et al., 2002). Ein
P-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Programm S-Plus, Version 4.0 (Mathsoft Inc, Seatle,
Washington USA).
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2.6 Material und Gerate
Material

Enzyme:
— TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt)
Sonstiges:

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

bezogen.

PCR-Gefalde:
— Mikro Amp® Optikal 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)

Gerate

PCR-Thermocycler:

— GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems)
— GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
— ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems)

Zentrifugen:
— Zentrifuge CR 3.12 (Jouan)
Mixer:

— Vortexer (Genio2™Bender&Obein AGV Zurich, Schweiz)
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrollen und Patientenkollektiv

Die basalen Charakteristika der Kontrollgruppe und MI-Gruppe sind in Tabelle 6
dargestellt. Das Durchschnittsalter der Patienten in der MI-Gruppe war hdher als in
der Kontrollgruppe (60,3 + 11,9 vs. 64,0 + 12,0; P <0,0001), und der Anteil an
Frauen war in der MI-Gruppe kleiner als in der Kontrollgruppe (49,4 % vs. 24,2 %;
P <0,001). AuRerdem hatten die Patienten in der MI-Gruppe haufiger Diabetes
mellitus (5,4 % vs. 20,6 %; P <0,001), arterielle Hypertonie (48,6 % vs. 61,4 %;
P <0,0001) und Hypercholesterindmie (49,75 % vs. 56,5 %; P <0,0001) im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Anteil an aktiven Rauchern (15,2 % vs. 50,6 %;
P < 0,0001) war ebenso in der MI-Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe.

Tabelle 6: Basale Charakteristika der Kontrollgruppe und MI-Gruppe

Kontrollgruppe MI-Gruppe

(n=1.211) (n =3.657) P
Alter (Jahre) 60,3+11,9 64,0+12,0 < 0,0001
Frauen 598 (49,4) 885 (24,2) < 0,0001
Arterielle Hypertonie 589 (48,6) 2246 (61,4) < 0,0001
Hypercholesterinamie 602 (49,7) 2067 (56,5) < 0,0001
Aktive Raucher 184 (15,2) 1849 (50,6) < 0,0001
Diabetes mellitus 65 (5,4) 754 (20,6) < 0,0001

Das Alter der Patienten wird als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die
anderen Variablen sind als absolute und (in Klammern) als relative Zahlen

angegeben.
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3.2 Genotypverteilung der Fibrinogenpolymorphismen

Die Ergebnisse der Genotypverteilung der Thr312Ala-, Arg448Lys- und —148C/T-
Poymorphismen sind in Tabelle 7 dargestellt. Die Genotypverteilung entsprach dem

Hardy-Weinberg-Gesetz.

Tabelle 7. Genotypverteilung der Polymorphismen in der Kontrollgruppe und MI-

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

Thr312Ala AA 658 (54,3 %) 2.019 (55,2 %) 0,82 0,61
AG 474 (39,1 %) 1.413 (38,6 %)
GG 79 (6,5 %) 225 (6,2 %)

Arg448Lys GG 717 (59,2 %) 2.190 (59,9 %) 0,89 0,94
GA 429 (35,4 %) 1.268 (37,7 %)
AA 65 (5,4 %) 199 (5,4 %)

-148C/T CC 742 (61,3 %) 2.294 (62,7 %) 0,45 0,27
CT 420 (34,7 %) 1.200 (32,8 %)
TT 49 (4,0 %) 163 (5,4 %)

*Puwe, P-Wert fur Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in der Kontrollgruppe
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3.3 Genotypverteilung des Thr312Ala-Polymorphismus im Fibrinogen-a-Gen
Die Genotypverteilung der Kontroll- und MI-Gruppe sind in Tabelle 8 dargestellt. Es

bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Tabelle 8: Verteilung der Genotypen des Thr312Ala-Polymorphismus in der
Kontrollgruppe und der MI-Gruppe

Genotyp Kontrollgruppe MI-Gruppe P-Wert *PHwWE
(n=1.211) (n = 3.657)

AA 658 (54,3 %) 2.019 (55,2 %) 0,82 0,61

AG 474 (39,1 %) 1.413 (38,6 %)

GG 79 (6,5 %) 225 (6,2 %)

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

FGA-Polymorphismus
Thr312Ala
[%] 60
50 P=0,82
40 -
30 | H Kontrollgruppe
OMI-Gruppe
20
10 ~
.| .
AA AG GG
Genotyp

Abbildung 7: Prozentuale Verteilung der Thr312Ala-Genotypen in der
Kontrollgruppe und der MI-Gruppe
FGA, Fibrinogen-a-Gen
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3.4 Genotypverteilung des Arg448Lys-Polymorphismus im Fibrinogen-p-Gen

Die Genotypverteilung der Kontroll- und MI-Gruppe sind in Tabelle 9 dargestellt. Die
Arg448Lys-Genotypverteilung zwischen der Kontrollgruppe und der MI-Gruppe wies
keinen signifikanten Unterschied auf.

Tabelle 9: Verteilung der Genotypen des Arg448Lys-Polymorphismus in der
Kontrollgruppe und der MI-Gruppe

Kontrollgruppe MI-Gruppe P-Wert *PHwWE
Genotyp (n=1.211) (n =3.657)
GG 717 (59,2 %) 2.190 (59,9 %) 0,89 0,94
GA 429 (35,4 %) 1.268 (37,7 %)
AA 65 (5,4 %) 199 (5,4 %)

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

FGB-Polymorphismus
Arg448Lys
[%] 70
601 P=0,89
50 A
40 - H Kontrollgruppe
30 A O MI-Gruppe
20
10 ~
0 | N ]
GG GA AA
Genotyp

Abbildung 8: Prozentuale Verteilung der Arg448Lys-Genotypen in der
Kontrollgruppe und der MI-Gruppe.
FGB, Fibrinogen-p-Gen
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3.5 Genotypverteilung des —148C/T-Polymorphismus im Fibrinogen-p-Gen

Die Genotypverteilung der Kontroll- und MI-Gruppe sind in Tabelle 10 dargestellt. Die
—148C/T-Genotypverteilung zwischen der Kontrollgruppe und der MI-Gruppe war

nicht signifikant verschieden.

Tabelle 10: Verteilung der Genotypen des —148C/T-Polymorphismus in der
Kontrollgruppe und der MI-Gruppe

Genotyp Kontrollgruppe MI-Gruppe P-Wert *PHwWE
(n=1.211) (n =3.657)

CC 742 (61,3 %) 2.294 (62,7 %) 0,45 0,27

CT 420 (34,7 %) 1.200 (32,8 %)

1T 49 (4,0 %) 63 (5,4 %)

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

FGB-Polymorphismus
-148C/T
[%] 70

60 1 p=0,45
50
40 1 M Kontroligruppe
30 - O MI-Gruppe
20

10

0- - |

CC CT T
Genotyp

Abbildung 9: Prozentuale Verteilung der —148C/T-Genotypen in der Kontroll-
gruppe und der MI-Gruppe
FGB, Fibrinogen-p-Gen
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3.6  Haplotypfrequenzen der Polymorphismen im Fibrinogen-B-Gen

Die Haplotypfrequenzen der Kontroll- und MI-Gruppe sind in Tabelle 11 dargestellt.
Die Verteilung der vier verschiedenen Haplotypfrequenzen zwischen den beiden

Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied.

Tabelle 11: Haplotypfrequenzen der Arg448Lys- und —148C/T-Polymorphismen in
der Kontrollgruppe und der MI-Gruppe

Kontrollgruppe MI-Gruppe P
Haplotyp (2.422 Haplotypen) (7.314 Haplotypen)
CG 1.863 (76,9) 5.647 (77,2) 0,77
TA 518 (21,4) 1.525 (20,9) 0,57
TG 41 (1,7) 141 (1,9) 0,46
CA 0 1(0,01)

Das erste Allel des Haplotyps reprasentiert den Arg448Lys-Polymorphismus und das
zweite den —-148C/T-Polymorphismus. Die Variablen sind als absolute und (in

Klammern) als relative Zahlen angegeben.

FGB Haplotypen
Arg448Lys und -148C/T

[%] 90

70
60 -
50 H Kontrollgruppe

40 - O MI-Gruppe
30

20
10 ] r
0,

CG TA TG
Haplotyp

Abbildung 10: Prozentuale Haplotypverteilung der Arg448Lys- und —148C/T-
Polymorphismen in der Kontrollgruppe und der MI-Gruppe
FGB, Fibrinogen-B-Gen
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3.7 Diplotypverteilung der Polymorphismen im Fibrinogen-pB-Gen

Die Diplotypverteilung der Kontroll- und MI-Gruppe sind in Tabelle 12 dargestellt. Die
Diplotypverteilung der Arg448Lys- und —-148C/T-Polymorphismen zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Tabelle 12: Diplotypverteilung der Arg448Lys und —148C/T-Polymorphismen in der
Kontrollgruppe und der MI-Gruppe

Kontrollgruppe MI-Gruppe P

Diplotyp (1.211 Diplotypen) (3.657 Diplotypen)

CG/CG 717 (59,2) 2.189 (59,9) 0,69
CG/TA 404 (33,4) 1.165 (31,9) 0,33
TA/TA 49 (4,0) 163 (4,5) 0,54
CG/TG 25 (2,1) 103 (2,8) 0,16
TG/TA 16 (1,3) 34 (0,9) 0,24
TG/ITG 0 2 (0,05)

CC/GA 0 1(0,03)

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



42

4. Diskussion

Diese Studie untersuchte innerhalb eines relativ groen Kollektivs (1.211 Kontrollen
und 3.657 Patienten), ob ein Zusammenhang zwischen den genetischen Variationen
in der Fibrinogen-Genregion und dem MI besteht. Insgesamt wurden im Fibrinogen-
o~ und -B-Gen drei Polymorphismen untersucht: der Thr312Ala-, Arg448Lys- und —
148C/T-Polymorphismus. Der Thr312Ala-Polymorphismus liegt im Fibrinogen-a-Gen,
der Arg448Lys- und —148C/T-Polymorphismus im Fibrinogen-B-Gen. Das Ergebnis
der hier vorliegenden Arbeit zeigte: Die Genotyp-, Haplotyp- und Diplotypverteilung
des Fibrinogen-a- und B-Polymorphismus wies zwischen der Kontrollgruppe und der

MI-Gruppe keinen signifikanten Unterschied auf.

4.1 Publizierte Untersuchungen zur Assoziation des Fibrinogen-Thr312Ala-,

Arg448Lys- und —148C/T-Polymorphismus mit dem Myokardinfarkt

Eine Ubersicht Uber die Ergebnisse dieser und anderer Studien beziglich der
Assoziation des Thr312Ala-, Arg448Lys- und —148C/T-Polymorphismus mit dem Mi
oder der KHK bieten die Tabellen 13 bis 15. Mannila und Mitarbeiter untersuchten
mehrere Polymorphismen der Fibrinogen-Gene im Zusammenhang mit dem MI. In
einer Studiengruppe aus 387 Kontrollen und 377 Patienten wurde festgestellt, dass
die Genotypverteilung des Thr312Ala-Polymorphismus zwischen der Kontrollgruppe
und der MI-Gruppe nicht signifikant verschieden war. Zum gleichen Ergebnis kamen
auch Curran und Mitarbeiter, die den Thr312Ala-Polymorphismus bei 592 Patienten
(aus Nordirland 183 und aus Frankreich 409 Patienten) und 658 Kontrollen (aus
Nordirland 159 und aus Frankreich 499 Kontrollen) untersuchten (Curran et al.,
1998). Die Autoren anderer Studien (z. B. Carter et al., 1997, Behague et al., 1996),
die die Genotypverteilung des Arg448Lys-Polymorphismus zwischen der Kontroll-
und MI-Gruppe ermittelten, beobachteten, dass zwischen den genetischen Varia-
tionen des Fibrinogen-Gens und dem MI keine signifikante Verbindung besteht. Auch
die Studienergebnisse von Keavney et al., 2006, Mannila et al., 2005, Mannila et al.,
2004 und Blake et al., 2001, die den —148C/T-Polymorphismus im Zusammenhang
mit dem MI untersuchten, zeigten keinen signifikanten Unterschied der Genotypver-
teilung zwischen der Kontroll- und MI-Gruppe. Die vorliegende Arbeit und die hier
erwahnten Studien zeigen, dass zwischen den genetischen Variationen im

Fibrinogen-Gen und dem MI keine signifikante Assoziation besteht, trotz Befunden,
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die eine derartige Assoziation nahegelegt haben (Carter et al., 1996; de Maat et al.,
1998).

Zusammenfassend ergibt sich aus dieser Studie, dass die untersuchten Poly-
morphismen im Fibrinogen-a- und B-Gen keine brauchbaren Marker fur die Risiko-

abschatzung des MI darstellen.
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Tabelle 13: Studienergebnisse des Thr312Ala-Polymorphismus

Studie (Land) Kontroll-/ Manner (%) Phanotyp Assoziation Risikoallel/Risikogenotyp
MI-Gruppe Kontroll-/ MI-Gruppe  der Patienten

Diese Arbeit 2008 1211/3657 50,6/76,8 MI Nein -/-

(Deutschland)

Mannila et al., 2005  387/377 82/82 MI Nein -/-

(Schweden)

Curran et al., 1998 159/183 100/100 MI/KHK Nein -/-

(Nordirland)

(Frankreich) 499/409 100/100 MI/KHK Nein -/-

MI, Myokardinfarkt; KHK, Koronare Herzkrankheit
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Tabelle 14: Studienergebnisse des Arg448Lys-Polymorphismus

Studie (Land) Kontroll-/ Manner (%) Phanotyp Assoziation Risikoallel/Risikogenotyp
MI-Gruppe Kontroll-/MI-Gruppe der Patienten

Diese Arbeit 2008 1211/3657 50,6/76,8 MI Nein -/-

(Deutschland)

Carter et al., 1997 216/405 50,9/69,1 MI/KHK Nein -/-

(England)

Behague et al., 1996 168/182 100/100 KHK Nein -/-

(Nordirland)

(Frankreich) 500/383 100/100 KHK Nein -/-

MI, Myokardinfarkt; KHK, Koronare Herzkrankheit
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Tabelle 15: Studienergebnisse des —148C/T-Polymorphismus

Studie (Land) Kontroll-/ Manner (%) Phanotyp Assoziation Risikoallel/Risikogenotyp
MI-Gruppe Kontroll-/MI-Gruppe der Patienten

Diese Arbeit 2008 1211/3657 50,6/76,8 Ml Nein -/-

(Deutschland)

Keavney et al., 2006 3290/4490 100/100 Ml Nein -/-

(England)

Mannila et al., 2005 387/377 82/82 MI Nein -/-

(Schweden)

Mannila et al., 2004 575/533 100/100 Ml Nein -/-

(Schweden)

Blake et al., 2001 751/386 100/100 Ml Nein -/-

(USA)

MI, Myokardinfarkt
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4.2 Untersuchung der Assoziation der Fibrinogen-Genregion mit dem
Myokardinfarkt unter dem Einsatz reprasentativer Polymorphismen

Diese Arbeit ist ein Teil eines grolieren Projektes, in dem insgesamt 10 Polymor-
phismen im Fibrinogen-y-, -a- und -B-Gen bezuglich einer Assoziation mit dem M|
untersucht worden sind. Die Ergebnisse der vorliegender Arbeit stellen einen
Betrag zu dieser umfassenden Analyse dar (Koch et al., 2008). In Tabelle 16 sind
die in dem Gesamtprojekt untersuchten Fibrinogen-Polymorphismen aufgefihrt.
Abbildung 11 zeigt die Lage der 10 Polymorphismen in der Fibrinogen-Genregion.
In zwei relativ groRen Studienpopulationen — Population 1 (1.211 Kontrollen und
3.657 MI-Patienten) und Population 2 (1.392 Kontrollen und 1.392 MI-Patienten) —
wurden die Genotyp- und Haplotypverteilung der Fibrinogen-y-, -a- und -B-
Diese 10

genetischen

Polymorphismen in den Kontroll- und MI-Gruppen ermittelt.

Polymorphismen reprasentieren den uberwiegenden Teil der

Variation innerhalb der etwa 50kb umfassenden Fibrinogen-Genregion.

Tabelle 16: Polymorphismen der Fibrinogen-Gene

Gen Polymorphismus rs-Nummer Lage
FGG —-647A>G rs1800792 5’-Region
1299+79T>C rs1049636 Intron 9
1300-189C>T rs2066864 Intron 9
FGA —-58G/A rs2070011 Exon 1
Thr312Ala rs6050 Exon 5
FGB Arg448Lys rs4220 Exon 8
—148C>T rs1800787 5’-Region
—249C>T rs1800788 5’-Region
—455G>T rs1800790 5’-Region
—-854G>A rs1800791 5’-Region

FGG, Fibrinogen-y-Gen, FGA, Fibrinogen-a-Gen, FGB, Fibrinogen-p-Gen. Die drei

hervorgehobenen Polymorphismen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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rs1800792
rs1049636 rs2070011
rs2066864 rs6050
—_— _— e
FGG FGA FGB

10 kb

Abbildung 11: Position der Polymorphismen im FGG, Fibrinogen-y-Gen;
FGA, Fibrinogen-a-Gen; FGB, Fibrinogen-B-Gen

Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an

Die Allelfrequenzen der Fibrinogen-y-, -a- und -p-Polymorphismen waren zwischen
den Kontrollen und MI-Patienten nicht signifikant verschieden — dies gilt flr beide
Studienpopulationen (Tabelle 17). Die Allelfrequenz der Kontrollgruppen war nicht
signifikant verschieden von denjenigen, die in anderen Kontrollgruppen
beobachtet wurden, die vorwiegend aus Weilden bestanden (Behague et al., 1996;
McCarthy et al., 2004; Scarabin et al., 1993; Green et al., 1993; Gardemann et al.,
1997; Doggen et al., 2000; Blake et al., 2001; Humphries et al., 1995; van’t Hooft
et al., 1999; Menegatti et al., 2001).

Unter den Kontrollen und Patienten der Populationen 1 und 2 wurde aus den 10
Polymorphismen die Frequenz der 12 haufigsten Haplotypen (Frequenz >1 %)
ermittelt (Tabelle 18). Keiner der 12 haufigsten Haplotypen wies eine signifikante

Assoziation mit dem MI auf (Tabelle 18).

Zur Erfassung moglicher krankheitsrelevanter Interaktionen zwischen den
Fibrinogen-Polymorphismen wurde zusatzlich die genspezifische und die inter-
genetische Haplotypverteilung der Fibrinogen-y-, -a- und -B-Polymorphismen
untersucht. Die genspezifischen und die intergenetischen Haplotypen wurden auf
der Basis der 12 haufigsten Haplotypen aus den 10 Polymorphismen bestimmt.
Die genspezifische Haplotypverteilung des Fibrinogen-y-Gens (-647A>G,
1299+79T>C, 1300-189C>T), des Fibrinogen-a-Gens (—-58G>A, Ala312Thr) und
des Fibrinogen-p-Gens (Arg448Lys, —-148C/T, —249C>T,

rs1800787
rs1800788
rs1800790
rs1800791
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—-455G>A, —-854G>A) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Kontroll- und den MI-Gruppen der beiden Studienpopulationen (Tabelle 19).

Neben der direkten Assoziationsanalyse zwischen Polymorphismen und Phanotyp
einer Krankheit kénnen die Kopplungsungleichgewichte (Linkage Disequilibrium,
LD) benachbarter Allele betrachtet werden. Das LD gibt an, ob in einer Population
Allele an zwei oder mehr Stellen einer Sequenz haufiger gekoppelt in einem
Haplotyp vorkommen, als man statistisch erwarten wurde (Knippers 2006).

Die Abbildung 12 gibt einen Uberblick (iber das LD zwischen den untersuchten
Polymorphismen im Fibrinogen-y-, -a- und -B-Gen. Fazit: es besteht eine starke
Kopplung zwischen jeweils benachbarten Polymorphismen mit Ausnahme von rs
6050 (FGA) und rs 4220 (FGB).

Anschlieend wurden intergenetische Haplotypfrequenzen, die eine relativ geringe
Kopplung untereinander aufweisen, im Zusammenhang mit dem MI untersucht.
Dabei handelt es sich um den Fibrinogen-y- und -a-Gen (1299+79C>T, -58G>A),
den Fibrinogen-y-, -a- und -B-Gen (1299+79T7>C, -58G>A, —-455G>A). Die
Verteilung dieser intergenetischen Haplotypen war zwischen den Kontrollen und
MI-Patienten der beiden Studienpopulationen nicht signifikant unterschiedlich
(Tabelle 20).

Mannila und Mitarbeiter (2005) untersuchten in ihrer Studienpopulation aus 387
Kontrollen und 377 MI-Patienten ebenfalls Haplotypen im Fibrinogen-y-, -a- und
-B-Gen im Zusammenhang mit dem MI. Diese Studie fand ein niedrigeres MI-
Risiko in den intragenetischen Kombinationen ACC (—647A>G, 1299+79T>C,
1300-189C>T), AA (-58G>A, Thr312Ala) und im Gegensatz zu der Arbeit von
Koch und Mitarbeiter (2008) ein erhdhtes MI-Risiko in den intergenetischen
Kombinationen TG (1299+79T>C, -58G>A) und TGC (1299+79T>C, —-58G>A, —
455G>A). Mannila und Mitarbeiter (2005) haben acht von den identifizierten
Polymorphismen untersucht, die auch in der Arbeit von Koch (2008) erforscht
wurden. Der Unterschied der Ergebnisse zwischen der Arbeit von Koch (2008)
und der Studie von Mannila (2005) konnte darauf beruhen, dass die
Teilnehmerzahl des untersuchten Kollektivs von Koch (2008) deutlich groRer war
als die Gruppe, die von Mannila (2005) untersucht wurde (387 Kontrollen und 377

Patienten).
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Weitere Unterschiede bestanden in der Diagnosestellung des MI. Alle Teilnehmer
der Studie von Koch (2008) — auch die Kontrollpersonen — wurden einer koronar-
angiographischen Untersuchung unterzogen. Im Gegensatz dazu wurde in der
Studie von Mannila (2005) die koronarangiographische Untersuchung in der

Patientengruppe unvollstandig und in der Kontrollgruppe nicht durchgefihrt.

Zusammenfassend ergibt sich aus der Studie von Koch und Mitarbeiter (2008),
dass kein kausaler Zusammenhang der untersuchten Fibrinogen-
Genpolymorphismen und dem MI besteht. Die Ergebnisse der Arbeit von Koch
(2008) zeigten, dass eine Untersuchung der Fibrinogen-Polymorphismen fir die
Risikostratifizierung des MI nicht in Frage kommt. Unabhangig davon, ob sie
einzeln oder in verschiedenen Kombinationen betrachtet werden, lassen Gen-
varianten im Fibrinogen-Gen keinen Zusammenhang mit dem Risiko fur den M

erkennen.

In mehreren genomweiten Studien wurden Polymorphismen identifiziert, die eine
Assoziation mit dem MI aufweisen. Dazu gehoren der g€1/e2/e3-Polymorphismus
des Apolipoprotein-E-Gens (Herold et al., 2005), der heterozygote LDL-
Rezeptordefekt Arg3500GIn (Siegenthaler et al., 2006), der C677T-
Polymorphismus des Methylentetrahydrofolatreduktase- (MTHFR-) Gens (Herold
et al., 2005; Walter et al., 2005), der Glu298Asp-Polymorphismus des NO-
Synthase-Gens (Tesauro et al., 2000; Walter et al., 2000), der 5A-1171/6A-
Polymorphismus im Stromelysin-1-Gen (bei Frauen) und der C1019T-
Polymorphismus des Connexin-37-Gens (bei Mannern) (Yamada et al., 2002).
Diese Polymorphismen erweisen sich vielleicht als brauchbare Marker fur die
Risikoabschatzung des MI und fur die Wahl einer geeigneten Therapie. Daraufhin
konnte die fruhzeitige Einleitung der Therapie das Herzinfarktrisiko senken und zur
Vermeidung plotzlicher Ereignisse beitragen. Maoglicherweise leistet die
Untersuchung genetischer Varianten in Zellkultur- und Tierexperimenten einen
Beitrag zur Aufklarung der Genese des MI und liefert Hinweise fur neuartige

Therapieansatze.
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Tabelle 17: Die Allelfrequenzen der Fibrinogen-y-, -a- und -B-Polymorphismen in den Kontroll- und MI-Gruppen der

Studienpopulationen 1 und 2

Population 1 Population 2

Kontrollgruppe  MI-Gruppe Kontrollgruppe  MI-Gruppe
Genex SNP Allel (2.422 Allele) (7.314 Allele) P (2.784 Allele) (2.784 Allele) P
FGG —-647A>G A 56,0 54,4 0,17 55,2 55,2 0,96
FGG 1299+79T>C T 69,9 70,7 0,44 71,4 69,6 0,15
FGG 1300-189C>T C 74,8 75,7 0,35 73,9 75,6 0,14
FGA -58G>A G 62,6 63,3 0,55 60,9 61,9 0,46
FGA Thr312Ala A 73,9 74,5 0,54 72,8 74,5 0,15
FGB Arg448Lys C 78,6 79,1 0,58 78,7 77,0 0,13
FGB —-148C>T G 76,9 77,2 0,76 77,0 74,0 0,06
FGB —249C>T G 80,0 80,3 0,79 78,6 80,6 0,07
FGB —455G>A C 76,9 77,3 0,72 77,3 75,1 0,05
FGB —-854G>A C 84,0 85,5 0,07 87,3 86,3 0,25

*FGG, Fibrinogen-y-Gen, FGA, Fibrinogen-a-Gen, FGB, Fibrinogen-p-Gen. Die Allelfrequenzen der Kontroll- und MI-Gruppen
sind in % angegeben.
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Tabelle 18: Die 12 haufigsten Haplotypen der 10 Fibrinogen-Polymorphismen in den Kontroll- und MI-Gruppen der
Studienpopulationen 1 und 2

Haplotyp Population 1 Population 2

Name Allelkombination* Kontroll-/MI-Gruppe P Kontroll-/MI-Gruppe P
Hap 1 GTCGACGGCC 26,2/28,9 0,07 27,1/26,3 0,68
Hap 2 ATTAGCGACC 17,3/17,3 0,99 18,1/16,4 0,24
Hap 3 GTCGATAGTC 15,9/15,4 0,68 15,717 1 0,34
Hap 4 ACCGACGGCT 15,3/14,3 0,39 12,6/13,6 0,43
Hap 5 ACCAACGGCC 8,8/8,6 0,83 9,5/9,5 0,99
Hap 6 ATTAGCGGCC 3,7/3,6 0,92 4,6/4,2 0,61
Hap 7 ATTAGTAGTC 4,3/3,6 0,32 3,7/13,7 0,96
Hap 8 ACCGACGGCC 2,8/2,5 0,63 3,0/2,8 0,76
Hap 9 ACCAACAGTC 1,7/1,8 0,73 1,5/2,1 0,23
Hap 10 ACCGATAGTC 1,3/1,5 0,58 1,2/1,5 0,59
Hap 11 GTCGACGACC 1,4/1,2 0,57 1,71,3 0,54
Hap 12 GTCAGCGACC 1,3/1,2 0,85 1,3/1,5 0,60

* Allelkombinationen der 10 Polymorphismen aus der Fibrinogen-Genregion in der Reihenfolge (von links nach rechts):
Fibrinogen-y-Gen: —647A>G, 1299+79T>C, 1300-189C>T; Fibrinogen-a-Gen: —-58G/A, Thr312Ala; Fibrinogen-B-Gen:
Arg448Lys, —148C>T, —249C>T, -455G>T, —854G>A. Die Haplotypfrequenzen der Kontroll- und MI-Gruppen sind in %
angegeben.
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Tabelle 19: Die genspezifischen Haplotypfrequenzen der Fibrinogen-y-, -a- und -p-Polymorphismen in den Kontroll- und MI-

Gruppen der Studienpopulationen 1 und 2

Population 1 Population 2
Gen Haplotyp*  Kontroll-/MI-Gruppe P Kontroll-/MI-Gruppe P
FGG GTC 44,9/46,8 0,27 45,8/46,2 0,82
ACC 29,9/28,7 0,13 27,9/29,5 0,35
ATT 25,3/24,6 0,64 26,4/24,3 0,20
FGA GA 62,9/63,8 0,59 61,3/62,6 0,47
AG 26,6/25,8 0,61 27,7/25,8 0,26
AA 10,5/10,4 0,96 11,0/11,6 0,65
FGB CGGCC 41,5/43,7 0,19 44,2/42,8 0,47
TAGTC 21,5/20,5 0,46 20,6/22,2 0,30
CGACC 20,1/19,7 0,80 21,119,2 0,24
CGGCT 15,3/14,3 0,39 12,6/13,6 0,43
CAGTC 1,7/1,8 0,73 1,5/2,1 0,23

*Die Genotypkombinationen im Fibrinogen-y-Gen (-647A>G,1299+79T>C, 1300-189C>T), im Fibrinogen-a-Gen (-58G>A,
Ala312Thr) und im Fibrinogen-p-Gen (Arg448Lys, —148C/T, —249C>T, -455G>A, —854G>A). Die Haplotypfrequenzen der

Kontroll- und MI-Gruppen sind in % angegeben.
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Tabelle 20: Die intergenetischen Haplotypfrequenzen der Fibrinogen-y-, -a- und -B-Polymorphismen in den Kontroll- und MI-

Gruppen der Studienpopulationen 1 und 2

Population 1 Population 2

Gen Haplotyp Kontroll-/MI-Gruppe P Kontroll-/MI-Gruppe P

(FGG-FGA)* TG 43,6/45,5 0,25 44.,5/44,7 0,88
TA 26,6/25,8 0,61 27,7/25,8 0,26
CG 19,4/18,2 0,38 16,8/17,0 0,46
CA 10,5/10,4 0,96 11,0/11,6 0,65

(FGG-FGA-FGB)* TGC 27,7/30,1 0,12 28,8/27,7 0,53
TAC 22,3/22,2 0,93 24,0/22 1 0,25
CGC 18,1/16,8 0,32 15,6/16,4 0,56
TGT 15,9/15,4 0,68 15,7/17,1 0,34
CAC 8,8/8,6 0,83 9,5/9,5 0,99
TAT 4,3/3,6 0,32 3,7/3,7 0,96
CAT 1,7/1,8 0,73 1,5/2,1 0,23
CGT 1,3/1,5 0,58 1,2/1,5 0,59

*Die Genotypkombinationen im Fibrinogen-y- und -a-Gen (1299+79T>C, —58G/A-), im Fibrinogen-y-, -a- und -p-Gen
(1299+79T>C-, -58G/A, —455G>T). Haplotypfrequenzen der Kontroll- und MI-Gruppen sind in % angegeben.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung des Kopplungsungleichgewichts

(LD) fur die untersuchten Fibrinogen-Polymorphismen

Einem bestimmten LD-Wert zwischen zwei Polymorphismen ist jeweils eine
farbkodierte Flache zugeordnet. Die rote Flache bedeutet eine starke Kopplung
zwischen zwei Polymorphismen, die hellere Flache eine geringe Kopplung

zwischen zwei Polymorphismen. Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an.
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5. Zusammenfassung

Die KHK ist derzeit die haufigste Todesursache in den westlichen Industrielandern
und ist als die Manifestation der Atherosklerose in den Koronararterien definiert
(www.destatis.de). Die KHK ist eine komplexe Erkrankung, die durch
verschiedene genetische Faktoren, die Lebensweise und Umwelteinflisse
determiniert wird. Als wichtigste Risikofaktoren der KHK gelten Hypertonie,
Hypercholesterinamie, der Diabetes mellitus und das Rauchen. Darliber hinaus
gibt es aus Zwillingsstudien gesicherte Hinweise dafur, dass genetische Faktoren
an der Auspragung dieser komplexen Erkrankung beteiligt sind (Marenberg et al.,
1994). Es wurden daher grof3e Anstrengungen unternommen, Kandidatengene zu
identifizieren, die in die Gefaldtonusregulation, in den Lipidstoffwechsel und in die
Blutgerinnung eingreifen und deshalb zur Koronarsklerose beitragen konnten.
Insbesondere die Komponenten der Gerinnungssysteme (z. B. das Fibrinogen),
die eine zentrale Rolle bei der Entstehung der KHK und des MI spielen, sind auf
genetische Veranderungen hin untersucht worden (Mannila et al., 2005; Thomas
et al., 1991).

Das Fibrinogen, das eine essentielle Rolle bei der Blutgerinnung spielt, ist mit der
Entstehung des MI assoziiert worden (Mannila et al., 2005; Saito et al.,
2000;Thomson et al., 1995; Meade et al., 1986). Besonders genetische Varianten
des Fibrinogen-y, - und -o-Gens wurden mit dem Auftreten erhéhter Plasma-
Fibrinogenspiegel und damit dem MI-Risiko in Verbindung gebracht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Assoziation des Thr312Ala-Polymorphismus
im Fibrinogen-a-Gen sowie des Arg448Lys- und —148C/T-Polymorphismus im
Fibrinogen-B-Gen mit dem MI untersucht. Die Studienpopulation bestand aus
1.211 Kontrollpersonen und 3.657 MI-Patienten. Zur Genotypbestimmung wurde
das TagMan-Verfahren benutzt, bei dem allelspezifische Oligonukleotidsonden in
einer Polymerasekettenreaktion zum Einsatz kommen. Die genetische Analyse
bestand aus der Bestimmung der Genotypen und verschiedener
Allelkombinationen (Haplotyp, Diplotyp) der Studienteilnehmer. Es zeigte sich,
dass die Verteilung der Genotypen und Allelkombinationen zwischen der
Patienten- und Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied aufwies. Dieser
Befund lasst den Schluss zu — und das ist das Hauptergebnis —, dass zwischen

den Fibrinogen-Polymorphismen und dem MI keine Assoziation besteht. Daraus



57

folgt, dass die hier untersuchten Genvariationen keine brauchbaren Marker fir die
Risikoabschatzung des MI darstellen und keine Ruckschlusse auf die Wahl einer
geeigneten Therapie oder das individuelle Risiko fur den MI zulassen. Auch die
Untersuchung weiterer Polymorphismen der Fibrinogen-Genregion ergab keinen
Anhaltspunkt flr eine Verbindung mit dem MI (Koch et al., 2008).
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