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1 Einleitung

In vorliegender Arbeit wird eine mdgliche Assoziation zwischen den Polymorphismen in der
BAT-NFKBIL-LTA Gen-Region und einem erhthten Risiko an Myokardinfarkt zu erkranken,
untersucht. Speziell wird auf die Polymorphismen des Lymphotoxin-a Gens, auch als LTA
bezeichnet, und deren Bedeutung als mogliche, genetisch bedingte Risikofaktoren fir das
Auftreten eines Herzinfarktes, eingegangen. Auch die Allelkombinationen dieser drei Gene,
zu denen jeweils drei SNPs gehoren, sind mit der Frage nach einer moglichen Assoziation
mit dem MI konfrontiert worden. Die Art und das Mal? des Einflusses dieser Polymorphismen

werden im Fall des Myokardinfarkt-Erkrankungsprozesses weiterhin diskutiert.

1.1 Der Myokardinfarkt

In den westlichen Industrielandern nehmen die Zivilisationskrankheiten einen beachtlichen
Stellenwert ein. Eine dieser Krankheiten ist der Myokardinfarkt. Der Myokardinfarkt gehdért zu
den haufigsten Todesursachen in den Industrielandern. Die Inzidenz in Deutschland und
Osterreich betragt 300 Infarkte pro 100000 Einwohner im Jahr. Zum Tode fiihren davon ca.

30 Prozent [88].

Das Risiko einen Myokardinfarkt zu erleiden steigt mit zunehmendem Alter. Dieser Anstieg
zeigt sich besonders in den Altersgruppen ab 50. AuRerdem sind Zeitpunkt des Auftretens
des Infarktes und dessen Auswirkungen geschlechtsabhéngig [46]. Das Verhaltnis der
Wahrscheinlichkeit an einem Myokardinfarkt zu erkranken, ist bei Mannern und Frauen 2:1.
Frauen weisen jedoch eine schlechtere Prognose als Méanner auf. Auferdem liegt die
Mortalitdt nach einem akuten Myokardinfarkt bei den Frauen héher [27, 60, 82]. Dabei ist

eine Interaktion von Geschlecht und Alter festzustellen [27, 60, 82].



Unter dem Begriff ,Myokardinfarkt® ist ein Zellzerfall des Myokards aufgrund einer Ischamie
beschrieben. Meistens liegt die Ursache im Fortschreiten einer koronaren Herzkrankheit. Die
Stenose einer oder mehrerer Koronararterien sowie mdogliche GefalRwandveranderungen
verursachen eine Durchblutungsstérung des Herzmuskelgewebes. Damit wird ein
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und —bedarf im Myokard ausgeldst [28]. Weitere
Ursachen einer Koronarinsuffizienz finden sich in der Beeintréachtigung der Myokardperfusion
infolge von Druckbelastungen der Ventrikel oder infolge der Verkiirzung der Diastolendauer

aufgrund von ausgepragten Tachykardien.

Irreversible Zellschadigungen im Myokard treten etwa nach 20 Minuten bei einem kompletten
Verschluss der Koronararterie ein. Nach 24 Stunden hat sich die Nekrose von
subendokardial nach subepikardial ausgebreitet [55]. Der Grad der Kollateralversorgung des
Herzmuskelgewebes, der zeitliche Ablauf der Entwicklung des Gefal3verschlusses, die
Intensitat der Herzarbeit, der Funktionszustand des nicht betroffenen Herzmuskelgewebes
und die Regulation im Koronarsystem bestimmen das Ausmafd der Ausbreitung des

Infarktareals und dessen moégliche nachfolgende Komplikationen [8].

Die klinische Symptomatik des Myokardinfarktes &uf3ert sich in stechenden oder brennenden
Brustschmerzen, die von Fall zu Fall unterschiedlich in eine oder beide Schultern, den linken
Arm, den Ricken, den Hals oder sogar den Bauchraum ausstrahlen kdnnen. Andere
Anzeichen sind Dyspnoe, Tachykardie und Todesangst in Begleitung von kaltem Schweil3.
Die Symptome konnen von Patient zu Patient variieren, es koénnen sogar Ubelkeit,

Erbrechen und Magenschmerzen vorkommen.

Eine pragnante Ausdehnung des nekrotisierten Gewebes kann akut zu Komplikationen wie
Wandrupturen  oder  Symptome  einer  Klappeninsuffizienz ~ aufgrund  eines
Pappilarmuskelabrisses fuhren. Die Wandrupturen treten entweder am Ventrikelseptum auf -
mit der Folge eines Links-Rechts-Shunts - oder an der Herzwand - mit einer resultierenden

Herzbeuteltamponade und Perikarditis. Als weitere Komplikation kann ein akutes
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Lungenddem nicht ausgeschlossen werden. Dies ist die Folge bei einem Infarktbereich von
20-40 % des Herzmuskelgewebes, wodurch ein erhéhter Druck im Kkleinen Kreislauf durch
die Verminderung der Kontraktilitat des Myokards verursacht wird. Dartber hinaus fihren bei
einem Infarkt auftretende Herzrhythmusstorungen nicht selten durch den Kaliumverlust aus

hypoxischen Herzmuskelzellen zum plétzlichen Herztod.

Spatere Komplikationen kénnen durch die hinterlassene Narbe auftreten. Diese kbénnen z.B.
Herzinsuffizienz oder Herzwandaneurysma sein, welche dann die Kammer durch vermehrtes
Volumen belasten. Dabei tritt eine hypokinetische Wandmaoaitilitdt in Erscheinung, die bis hin
zur Akinesie oder Dyskinesie der Ventrikel aufgrund der fibrotischen Umwandlung des
nekrotischen Bezirks reichen kann. Dabei wird das Risiko fur Rhythmusstérungen und

Embolien weiter erhdht [22, 28].

Im Fall des akuten Myokardinfarktes kann das Sterblichkeitsrisiko innerhalb eines Zeitraums
von drei bis sechs Stunden nach dem Infarkt durch eine friihzeitige Reperfusion, z.B. durch
Thrombolyse oder Fibrinolyse, gesenkt werden. Medikamentdse, interventionelle oder

chirurgische MalBhahmen kénnen eine Einschrankung der Koronardurchblutung reduzieren.

1.1.1 Atiologie und Risikofaktoren des Myokardinfarktes

Arteriosklerose ist die haufigste Ursache eines Myokardinfarktes. Sie bewirkt die Verengung
eines oder mehrerer Herzkranzgefalle, auf die dann ein Infarkt folgen kann. Sie stellt ein
multifaktorielles Geschehen dar, bei dem verschiedene genetische Faktoren, sowie
Umweltfaktoren eine Rolle spielen [12, 26, 48]. Arteriosklerose ist nach der Definition der
WHO (1957), ,eine variable Kombination von Intimaveranderungen der Arterien, bestehend
aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit Verédnderungen

der Arterienmedia“. Im chronischen Verlauf kommt es zum Verlust der Elastizitat und zu



einer Verdickung und Verhartung der Arterienwand [31, 75].

Andere mdgliche Ursachen des Myokardinfarktes sind mangelhafte Sauerstoffversorgung
des Myokards durch Embolie (Verschleppung eines Blutgerinnsels), Thrombose (lokale

Bildung eines Blutgerinnsels) und Vasospasmus (Gefalikrampf) [25].

Von den fur den Myokardinfarkt relevanten Risikofaktoren werden insbesondere diejenigen
beschrieben, die zu arteriosklerotischen Verénderungen der Herzkranzgefal3e fihren
konnen. Diese Faktoren werden in beeinflussbare und nicht beeinflussbare Risikofaktoren

unterschieden.

Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren gehoren Fettstoffwechselstérungen, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, metabolisches Syndrom, Nikotinabusus, eine erhéhte
Lipoprotein(a)-Konzentration, Hyperfibrinogenamie, Hyperhomocysteinamie,
Antiphospholipid-Antikérper-Syndrom, genetisch bedingte t-PA-Defekte, Bewegungsmangel

und psychosoziale Risikofaktoren wie z.B. negativ wirkender Stress [28].

Zu den nicht beeinflussbaren Risikofaktoren gehéren familidre Disposition, Lebensalter und
Geschlecht [28, 46]. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass genetische Polymorphismen mit

dem Myokardinfarkt assoziiert sind [84].

1.1.2 Pathogenese der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist eine Arteriensystemerkrankung mit langsam fortschreitenden
chronischen Entziindungsprozessen [39]. Die Endothelzellschadigung ist die Ursache der
entstehenden Entziindung, welche fiir das proliferative Geschehen der Arteriosklerose eine

bedeutende Rolle spielt [66].

Die Ursachen fur die Verletzung der Endothelzellschicht kénnen einerseits durch die These

der ,Antwort auf Verletzungen® [45, 69]. und andererseits durch die These der ,Lipoprotein-



induzierten Atherosklerose® [87] erklart werden. Basierend auf die erste Theorie kbnnen
Endothelzellschadigungen anhand von einer morphologischen Schadigung durch Trauma,
mechanischen Verletzungen z.B. durch die arterielle Hypertonie sowie biochemischen
Schadigungen durch bakterielle Toxine oder freigesetzte Toxine wahrend des Rauchens,
viralen Infektionen oder Antigen-Antikorper-Reaktionen, sowie biophysikalische Verletzungen
auf molekularer Ebene hervorgerufen werden. Die zweite Hypothese beruht auf eine
oxidative Modifizierung des Proteinanateils von LDL und dessen Aufnahme durch

Makrophagen [18, 59].

Der Inflammationsvorgang der Arteriosklerose ist bei beiden Hypothesen identisch. Dabei
werden zellulare Adhasionsmolekile, wie VCAM-1 und ICAM-1, exprimiert, die
inflammatorische Zellen an die geschéadigte Stelle des Endothels anlocken [5, 47]. Diese
Adhasionsmolekille und die endotheliale Dysfunktion bewirken eine erhdhte Permeabilitat
der GefalRwand. Somit gelangen die in der Blutbahn vorhandenen Lipide, Monozyten und T-
Lymphozyten in die Tunica intima der Gefal3wand [36]. Die Monozyten differenzieren sich
weiter zu Makrophagen [35]. Makrophagen phagozytieren Lipide und transformieren zu
Schaumzellen. Diese Zellen steigern das Inflammationsgeschehen durch die Sekretion von

Tumornekrosefaktor (TNF) und Interferon (IFN).

Weiterhin lagern sich an der Oberflache des Lasionsbereichs oder in der L&sion selber
Thrombozyten an und sezerrnieren Prostaglandine, Leukotriene und den ,platelet derived
growth factor* (PDGF). Dadurch werden Inflammation, Chemotaxis, Aktivierung von
Leukozyten, Migration und Proliferation der glatten GefaBmuskelzellen und Synthese der
extrazellularen Matrix gefordert [6, 68]. Diese Synthese beglnstigt ihrerseits wieder eine
weitere Migration und Proliferation dieser Muskelzellen. Diese Zellen werden ebenfalls durch
die Zerstbérung des Endothels, die Interaktion der Thrombozyten mit der verletzten

GefalRwand und die Infiltration der Leukozyten zur Migration und Proliferation angeregt [65]..

Im Weiteren setzen sich Kalkablagerungen, Fettstoffe und die oben genannten
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entziindungsfordenden Zellen aus dem Blut an den Innenwanden der Arterien ab. Diese
Ablagerungen heilken ,Plaques® [20]. Deren nekrotischer Lipidkern setzt sich aus den
akkumulierten Schaumzellen, abgestorbenen Zellen und Lipidablagerungen zusammen [67].
Gleichzeitig bilden die migrierten glatten Muskelzellen und die extrazellulare Matrix eine
fibrése Kappe auf der Plaque [67]. Die fortschreitende Entziindung bewirkt die Expression
von Proteinasen, welche eine Fibrinldsung der fibrosen Kappe verursachen und damit eine
Plague-Ruptur mit Auswirkungen bis hin zum Myokardinfarkt auslésen [37, 38, 41].
Gleichzeitig wird der Hamostasemechanismus aktiviert, welcher eine Thrombusbildung

hervorrrufen kann [40].

1.2 Genetische Polymorphismen

Zahlreiche Hinweise (epidemiologische Befunde, Familienanalysen) weisen darauf hin, dass
die genetische Variabilitdt einen erheblichen Einfluss auf das Krankheitsrisiko austbt. Auf
den potentiellen Nutzen einfacher, diallelischer Polymorphismen fir die Analyse komplexer
Krankheiten wurde zuerst von Risch und Merikangas (1996) hingewiesen. Ein
Polymorphismus liegt dann vor, wenn die Haufigkeit der Genvariation in der untersuchten

Population mindestens ein Prozent betragt. Andernfalls wird von einer Mutation gesprochen.

Die haufigsten Arten dieser Genvariation der DNA sind Einzelnukleotidpolymorphismen
(,single nucleotide polymorphsims®, SNP). Fur den Menschen kommt ein SNP auf je 200 bis
1000 Basenpaare vor. Bei einem SNP ist ein einzelnes Nukleotid im DNA-Molekil gegen ein
anderes ausgetauscht. SNPs kdénnen in genkodierenden Sequenzen, nicht genkodierenden
Sequenzen oder in intergenischen Regionen vorkommen. Ein Aminosaurenaustausch ist
moglich, falls sich dieser SNP im Bereich einer kodierenden Gen-Sequenz befindet.
AulRerdem konnen SNPs Einfluss auf das Spleiien der mRNA [72], den Prozess der
Transkription und die Expression des Gens [30] austiben. Somit kénnen Polymorphismen
Anderungen in der Menge oder den Eigenschaften des jeweiligen Genproduktes
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verursachen.

Genpolymorphismen sind unter anderem auch an kardiovaskularen Erkrankungen sowie der
Entstehung des MI beteiligt. Einige Polymorphismen beeinflussen das atherosklerotische
Geschehen [42] und kdnnen somit ein erhdhtes MI-Risiko darstellen [44, 92]. Der MI gehort
zu den Erkrankungen, deren Pathogenese von genetischen Faktoren beeinflusst werden
kann. Kandidatengene fur den MI sind Gene, die an Inflammation, Koagulation und

Lipidstoffwechsel beteiligt sind.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung der Assoziation der Polymorphismen der
BAT1-NFKBIL1-LTA-Region des Chromosoms 6 mit dem Myokardinfarkt. Die Gene dieser
Genregion sind an den Vorgangen der Entstehung der Arteriosklerose und des MI beteiligt.
In den nachsten Kapiteln wird nédher auf Polymorphismen der BAT1-NFKBIL1-und LTA-Gene
hinsichtlich der MI-Pathogenese eingegangen. Die genomische Position und Struktur dieser

Gene werden betrachtet und deren Einfluss auf die Entstehung des MI untersucht.

1.3 Die BAT1-NFKBIL1-LTA-Region im Chromosom 6

Der Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex: MHC) ist ein stark
gekoppelter Genkomplex, der sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 befindet und Uber
100 Gene enthalt. Dieser Genkomplex erfillt eine wichtige und bedeutende Aufgabe
hinsichtlich der Immunerkennung, der Gewebevertraglichkeit (Histokompatibilitat) bei
Transplantationen, der immunologischen Individualitat und Entzindungsprozessen. Die
MHC-Region besteht aus drei nebeneinanderliegenden Regionen, die die Gene der Klassen
[, I und Il enthalten. Die meisten MHC-Gene liegen in mehreren Allelen vor und sind

deshalb hochpolymorph.

Gene der Klassen | und 1l kodieren fir Glykoproteine. Diese nennt man auch

Hauptleukozytenantigene (HLA), da sie auf den Leukozyten nachgewiesen werden kénnen.
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Diese Proteine werden an Zelloberflachen exprimiert und prasentieren den T-Zellen fremde
Peptide als Antigene. Die MHC-Molekile sind fir das Immunsystem von grof3er Bedeutung,

weil sie eine Unterscheidung in Selbst und Nicht-Selbst ermdglichen.

MHC-Molekille der Klasse | befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen. Fragmente der
endogenen Antigene, wie zum Beispiel intrazellulare Erreger, werden vom MHC-I-Protein
gebunden. Nach dem vesikularen Transport an die Zelloberflache werden diese
Proteinkomplexe von zytotoxischen CD8-T-Lymphozyten erkannt und die betroffene Zelle

wird zerstort [76].

MHC-I1I-Molekile sind als Antigen-prasentierende Zellen auf B-Lymphozyten, Makrophagen
und Langerhans-Zellen des Immunsystems zu finden. Hier werden die zerlegten Peptide der
exogenen Antigenstrukturen in MHC-II-Molekille eingebunden. Durch den vesikularen
Transport an die Zelloberfliche werden dann die Antigene CD4-Lymphozyten prasentiert
[10]. Die Antikorperproduktion wird fur die Bekadmpfung der extrazellularen Pathogene

stimuliert.

Die MHC-Gene der Klasse lll liegen zwischen den Klasse-I- und den Klasse-lI-Genen. Die
Klasse-lll-Region besitzt eine Lange von ungefahr 730 kb und besteht aus mindestens 62
Genen, von denen BAT1 und NOTCH4 die aulRersten Gene darstellen. Unter den Genen der
MHC-Klasse-Ill, kodieren einige fur Proteine, die an der Komplementkaskade teilnehmen
[86]. Andere Gene kodieren Zytokine, wie den Tumornekrosefaktor-oa. (TNF-a) und die
Lymphotoxine LTA und LTB, die in der Regulation des Immunsystems und in

Entzindungsreaktionen involviert sind [89].

Aufgrund ihrer Relevanz fur die vorliegende Arbeit wird im Folgenden auf die
inflammatorischen Gene BAT1, NFKBIL1 und LTA der MHC-Klasse-Ill, wie in Abbildung 1-1
dargestellt, ndher eingegangen und ihre Bedeutung bezlglich Entziindunsprozesse erlautert.

In diesen Genen befinden sich zahlreiche SNPs. Fir diese Arbeit relevante und verwertbare
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SNPs sind drei in BAT1, drei in NFKBIL1 und drei in LTA.

Diese, in Tabelle 1-1 gezeigten SNPs, liegen auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 an der

Position 6p23.1 in einem Haplotypblock, der eine Lange von etwa 50kb besitzt.

Tabelle 1-1 SNP der Gene BAT1, NFKBIL1 und LTA

SNP-

Poly-

Bezeichnung refSNP-1D morphismus SNP-Position
BAT1-A rs2075582 TIC BAT1 3’ nicht translatierte Region; 31602045
BAT1-B rs2075580 CIG BATL1 intron 5; 31608312
BAT1-C rs2239527 C/IG BAT1 5’ nicht translatierte Region; 31614098
NEKBIL1-A (2071592 TIA glfg(llzlé_gf nicht translatierte Region;
NFKBIL1-B rs2239707 TIC NFKBIL1 intron 2; 31629632
NEKBIL1-C (2516479 C/G glfélf;lé_;; nicht translatierte Region;
LTA-A rs1800683 G/A LTA exon 1;31644375
LTA-B rs909253 AIG LTA intron 1; 31644617
LTA-C rs1041981 C/IA LTA exon 3; 31645088
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1.3.1 Das BAT1-Gen und Protein

Das BAT1-Gen wird auch als ,HLA-B associated transcript 1“ bezeichnet [73]. BAT1 gehort
zur MHC-Klasse-IIl und liegt in einer Region im Zentrum von MHC zwischen TNF und HLA-B
und in der Nahe von NFKBIL1. Dieses Gen ist, wie auch die in den folgenden Kapiteln
beschriebenen Gene, an Funktionen des Immunsystems, an Autoimmunerkrankungen und

damit auch an Entziindungsreaktionen beteiligt [15, 17, 89].

BAT1 ist polymorph, besteht aus 11 Exonen und erstreckt sich tber 11,7kb. Dieses Gen wird
in vielen unterschiedlichen Zellen, mit Schwerpunkt in Hepatozyten und Makrophagen,
exprimiert [3]. Dieses Gen kodiert ein kernlokalisiertes Protein, das aus 428 Aminosauren
besteht und welches eine Ahnlichkeit zu einer nuklearen ATP-abhangigen RNA-Helikase der

DEAD-Box Protein-Familie [29, 58] besitzt.

Als antinflammatorisches Gen beeinflusst BAT1, wie Studien gezeigt haben, die Regulierung
inflammatorischer Zytokine und kodnnte ein Intitiationsfaktor der Translation sein
[3, 61, 89]. Er vermindert die Produktion von Akute-Phase-Zytokinen, wie TNF-a, IL-1 und IL-

6 [4].

Wie schon erwahnt, sind im BAT1-Gen polymorphe Stellen vorhanden. Diese sind in der
Promotorregion, auch fir die Veranderung der Expression des Gens und seiner biologischen
Funktion verantwortlich [4]. Dadurch kénnte ein Zusammenhang mit MHC-assoziierten
Erkrankungen erklart werden. Von den gemafl Tabelle 1-1 hier vorzufindenden
Polymorphismen BAT1-A, BAT1-B [17] und BAT1-C wird angenommen, dass der C/G SNP

im BAT1-C mit dem MI assoziiert ist [57].

1.3.2 Das NFKBIL1-Gen und Protein

Das NFKBIL1-Gen ist auch als IKBL bekannt (NFKBIL1 : ,encoding Nuclear Factor of Kappa
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light polypeptide gene enhancer in B-cells, Inhibitor-Like-1%, IKBL : ,Inhibitor of KappaB-
Like“). Das NFKBIL1-Gen beinhaltet 4 Exonen und erstreckt sich tGber 11,2 kb. NFKBIL1
kodiert fur ein Protein, das eine ahnliche Struktur mit den Mitgliedern der Inhibitoren-
Proteinfamilie IkB aufweist. NFKBIL1 beinhaltet, wie in Tabelle 1-1 gezeigt, die SNP
NFKBIL1-A, NFKBIL1-B und NFKBIL1-C. Dabei ist schon fir den T/A SNP des NFKBIL1-A
Gens ein Zusammenhang mit dem Ml in einer japanischen Population nachgewiesen worden
[57]. AuBerdem werden Polymorphismen dieses Gens auch mit rheumatoider Arthritis und

Diabetes mellitus Typ 1 in Verbindung gebracht [53, 93].

NFKBIL1 nimmt eine besondere Stellung unter den Faktoren ein, die an den
inflammatorischen Reaktionen [14, 89], an den Entwicklungsprozessen der Zelle, am
Zellwachstum sowie am programmierten Zelltod beteiligt sind [24]. Das liegt einerseits daran,
dass dieses Gen andere Gene beeinflusst, die wiederum Zytokine, Chemokine,
Zelladhasionsmolekile und Akute-Phase-Proteine induzieren [13]. Daher kann NFKBIL1 als
Transkriptionsfaktor fir die Regulation der Genaktivitdt verantwortlich sein und eine
stimulierende oder hemmende Funktion erfillen. Andererseits wird vermutet, dass die
Ahnlichkeit der von NFKBIL1 kodierten Proteine mit IkB-Proteinen zu einer Regulation des

Transkriptionsfaktors NFkB flihrt.

1.3.3 Das LTA-Gen und Lymphotoxin-a

Das LTA-Gen befindet sich innerhalb der MHC-Klasse-IlI-Region neben NFKBIL1, enthélt 4
Exonen und erstreckt sich Uber 2,01kb. Das LTA-Gen ist als moglicher genetischer
Einflussfaktor fur das Entstehen des MI [79], Untersuchungsgegenstand der vorliegenden

Arbeit.

Das LTA-Gen kodiert ein multifunktionelles, proinflammatorisch wirkendes Zytokin,
Lymphotoxin-a, das zur TNF-Familie gehort. Das Lymphotoxin-a ist ein homotrimeres

Protein, das sich jedoch mit Lymphotoxin-f auf Zelloberflachen zu Heterotrimeren verbinden
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kann [7]. Lymphotoxin-a ist ein schweres Glykoprotein mit 21 bis 24kD [1, 54]. Lymphotoxin-
a wird als Protein hauptsachlich aus aktivierten T-Zellen in geringen Mengen sezerniert.
Seine Synthese wird bei schon vorhandenen Entziindungen von IL-2 und IFN unterstitzt und
verstarkt. Lymphotoxin-a nimmt bei Entzindungsprozessen eine aktive Stellung ein und wird

bei atherosklerotischen Lasionen vermehrt produziert [50, 71].

In  Zusammenhang mit einer moglichen Verknipfung dieses Gens mit
Entzindungsreaktionen war die Assoziation bestimmter Polymorphismen des LTA-Gens mit
einer Anfalligkeit fur koronare und zerebrale Atherosklerose, der Gegenstand kurzlich
durchgefuhrter Studien [34, 81, 85]. Ebenfalls wurde eine Verbindung zwischen LTA und der
MI-Pathogenese gefunden [56]. Eine weitere Korrelation mit dem MI wird aufgrund der, im
Gen Dbeinhalteten SNPs, LTA-A, LTA-B und LTA-C angenommen [57]. Diese
Polymorphismen im inflammatorischen LTA Gen kénnen auf seine Proteinfunktion sowohl
guantitativ (mengenmafig) als auch qualitativ (eigenschaftsmafiig) einwirken [77]. Ebenfalls
ruft der C/A SNP LTA-C einen Austausch von Threonin mit Asparagin an der
Aminosaureposition 26 beim Protein Lymphotoxin-a hervor. Dies beeinflusst Uber die mRNA
die Synthese von Adhasionsmolekillen, VCAM-1 auf Endothelzellen und Selectin E der
Gefass-Muskelzellen von Koronararterien [57]. VCAM-1 und Selectin E wurden mit den
inflammatorischen Prozessen in Verbindung gebracht, die der Atherosklerose zugrunde

liegen [5, 16].
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Das LTA-Gen ist mit Entziindungsreaktionen, koronaren sowie zerebralen Erkrankungen
assoziiert worden. Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist eine Assoziationsstudie mit der
Fragestellung, ob dieses Gen an der Auslosung des Ml beteiligt ist. Das Ziel dieser Studie
war es den Einfluss von Polymorphismen im LTA-Gen auf das Auftreten eines
Myokardinfarkts zu untersuchen. Ein Zusammenhang kann zwischen diesen
Polymorphismen und den am Atheroskleroseprozess mitbeteiligten inflammatorischen

Reaktionen bestehen.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden als eine Fallkontrollstudie mit einer
Kontrollgruppe von 1211 Individuen und einer MI-Gruppe von 3657 Individuen, in
Zusammenarbeit des Deutschen Herzzentrums mit der 1. Medizinischen Klinik des Klinikums

Rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen durchgefinhrt.

Das LTA-Gen sowie die benachbarten Gene, BAT1 und NFKBIL1, wurden mittels des
TagMan Verfahrens, welches auf das Prinzip der Polymerasenkettenreaktion basiert,
genotypisiert. Dabei wurden Primer als Startersequenzen und allelspezifische,
Fluoreszenzfarbstoff-markierte DNA-Sonden verwendet. Die Daten von BAT1- und
NFKBIL1-Genen wurden zur Bestimmung der Haplo- und Diplotypen zur Verfligung gestellit.
Eine Haplo- und Diplotypanalyse wurde durchgefiihrt, weil somit ein mdglicher
Zusammenhang zwischen dem MI und der Allelkombination der einzelnen SNPs auf dem
Chromosom 6 naher betrachtet werden konnte. Des Weiteren wurden die Genotyp-,
Haplotyp- und Diplotypverteilungen in beiden Gruppen verglichen, um zu untersuchen, ob

eine genetische Assoziation besteht.
Zusammenfassend sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Besteht eine Assoziation zwischen Polymorphismen des LTA-Gens und dem MI?
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2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen den Genotypen der LTA-SNPs und einem

mdglichen MI?

3. Besteht eine Assoziation zwischen den Haplotypen und dem MI?

4. Besteht eine Assoziation zwischen den Diplotypen und dem MI?

5. Falls Zusammenhénge nachweisbar sind, auf welche Art auf3ern sich diese und wie

beeinflussen diese Polymorphismen die Entstehung des MI?

Haplotypen, deren Haufigkeiten und allelische Assoziationen bei den 9 SNPs wurden mit
Hilfe eines Erwartungs- Maximierungs- und eines Monte Carlo- Algorithmus bestimmt. Im
Weiteren wurden diese Verteilungen in der Kontroll- und MI-Ggruppe einer statistischen

Analyse unterzogen.
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2 Methoden

2.1 Studienpopulation

Fur die Verwirklichung der vorliegenden Studie wurden 4868 Individuen untersucht. Die
Studienteilnehmer stammen hauptsachlich aus dem stddeutschen Raum. Zwei Gruppen
wurden zusammengestellt, eine Kontrollgruppe mit, in Hinsicht auf MI, gesunden Personen

und eine Gruppe mit Myokardinfarktpatienten.

Die Kontrollgruppe bestand aus 1211 Personen, die weder in der Vergangenheit einen Ml
erlitten hatten noch Anzeichen auf einen akuten oder Verdacht auf einen mdglichen Ml
aufzeigten. Der Ausschluss eines entsprechenden MI-Krankheitsbildes wurde zusatzlich
durch Untersuchungen bekraftigt. Dabei zeigten die bildgebenden Verfahren fir die
angiographische Darstellung keine krankhaften Verdnderungen der Koronararterien. Auch
hat es bei den elektrokardiographischen Untersuchungen keinen Anhalt fir Myokardinfarkt

und keine Anzeichen fir Abnormalitaten der regionalen Wandmatilitat gegeben.

Die Gruppe der Patienten setzte sich aus 3657 Individuen zusammen. Auch hier wurden
selbstverstandlich jegliche Untersuchungen fir die Bestatigungen dieses Krankheitsbildes
durchgefuhrt. Eine ST-Elevation oder ein pathologisches Q im Elektrokardiogramm in
Einbezug mit einem >20 Minuten lang anhaltenden Brustschmerz liefern positive Ergebnisse
im Rahmen der Erfullung der entsprechenden Bedingungen dieser Gruppe. Zur lokalisierten
Infarktregion in der Abbildung des Elektrokardiogramms stehen im Verhdltnis der
angiographische Anhalt einer okklusivbedingten Verengung der Arterie in Zusammenhang
mit dem Myokardinfarkt oder Abnormalitaten der Wandmotilitat in dieser Region. Sogar beide

Einflussfaktoren kdnnen zur selben Zeit disponibel sein.

Mithilfe der Institution der Ethikkommission wurde die Billigung fir das Studienprotokoll
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eingereicht. Alle an der Studie teilnehmenden Personen haben ein Aufklarungsblatt mit ihrer
Einverstandnisunterschrift vorgelegt, nachdem sie Uber die Studie aufgeklart worden waren.
Die anbringenden Studie und Forschung erfolgten gemafi der Prinzipien der Deklaration von

Helsinki (http://www.wma.net/e/policy/b3.htm)

2.2 Definitionen

Per Definition wird der arterielle Blutdruck dann als systemisch erhéht bezeichnet, wenn
dessen Werte fur den systolischen Blutdruck héher als 140 mm Hg und fur den diastolischen
Blutdruck hoher als 90mmHg liegen [11]. Allerdings mussen diese Werte unter bestimmten
Bedingungen, wie zum Beispiel wahrend einer antihypertensiven Therapie oder unter

mindestens 2 entsprechend wiederholten Messwertentnahmen erfasst worden sein.

Die Hypercholesterindmie gilt als Erkrankung und zugleich als kardiovaskularer Risikofaktor.
Sie liegt bei mehrmals gemessenen und erfassten Werten der Cholesterinkonzentration von
mehr als 240 mg/ dl (bzw. 6,2 mmol/L) beim Patienten im nlchternen Zustand vor, oder
wenn der Patient therapeutisch mit Medikamenteneinnahme zur Senkung seiner

Cholesterinwerte behandelt wird.

Die Personen, die nicht nur gelegentlich, sondern regelmaRig in den vergangenen 6
Monaten Zigaretten konsumiert haben, wurden durch den Begriff ,aktiver Raucher” kenntlich

gemacht.

Die Kennzeichnung mit dem Risikofaktor ,Diabetes mellitus® umfasst alle Patienten, bei
denen eine Insulintherapie oder eine medikamenttse Therapie mit oralen Antidiabetika
angewendet wurde. Unter Bericksichtigung der WHO Kriterien wurde den ditetisch
eingestellten Diabetikern, den Patienten mit regelwidrigen erhdhten Blutzuckerwerten

(=2140mg/dl) im nichternen Zustand, und/oder mit positivem Ergebnis beim
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Glukosetoleranztest ebenfalls diese Diagnose zugeordnet [90].

2.3 DNA-Praparation

Genomische DNA wurde aus Leukozyten isoliert. Hierflr wurden speziell fir derartige DNA-

Préaparation entwickelte Reagenzien der Hersteller Macherey—Nagel und Qiagen verwendet.

Die DNA-Gewinnung erfolgt durch Lyse der Zellen. Dabei wurde das Probenmaterial in einer
chaotropischen Losung mit Proteinase K bei Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden
durchliefen die Proben einen reversiblen DNA-Bindungsprozess, der speziell far
Nukleinsauren geeignet ist. Hier binden sich ethanolreiche Puffer-Substanzen an das Lysat.
Daraufhin wurde die DNA von jeglichen kontaminierenden Elementen in drei Schritten mit
Ethanolpuffer gereinigt. Die reine DNA wurde isoliert und bis zur Verwendung bei -25°C

gelagert.

2.4 Die TagMan-Reaktion

Zur Bestimmung der Genotypen der SNPs wurde die auf der Polymerasenkettenreaktion
basierende TagMan Methode durchgefiihrt. FlUr die Auswahl der notwendigen Primern und
Sonden, unter Bezugnahme auf die erwdhnten Besonderheiten, wurde die Software ,Primer

Express, verwendet.

2.4.1 Prozess der Polymerasenkettenreaktion

Mittels der Polymerasekettenreaktion (polymerase-chain-reaction, PCR), die in einem
Thermocycler stattfindet, ist die Amplifikation eines DNA-Molekils in Kkurzer Zeit
durchfihrbar. Dabei haben die so genannten Primer eine bedeutende Funktion im Ablauf

des PCR-Prozesses. Diese synthetischen Oligonukleotide werden als Startersequenzen
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eingesetzt und sind zu je einem Strang des DNA-Abschnitts komplementéar. Zuséatzlich wird
die Tag-Polymerase [70] benoétigt. Dieses thermostabile Enzym ist flr die Extension der
Strange wahrend der PCR-Zyklen zustandig. Dabei werden gezielt ausgesuchte Bereiche

exponentiell vervielfaltigt. Hierfur sind 20 bis 40 Zyklen erforderlich.

Anfangliche
DNS-Stringe

A\

\I %%

(Vi -

Abbildung 2-1 Schaubild der PCR-Zyklen

Jeder Zyklus ist eine Abfolge dreier Schritte, die im Weiteren erlautert werden. Alle
Temperaturangaben entsprechen dem Standardprotokoll, wobei gewisse Abweichungen

auftreten konnen.

1. Denaturierung:

Bei einer hohen Temperatur von 95°-96°C wird die Wasserstoffbriickenbindung zwischen
den komplementéren Strangen aufgebrochen. Auf diese Weise wird die spiralformige DNA

aufgedreht und die zwei Stréange werden voneinander getrennt, also die DNA denaturiert.
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Abbildung 2-2 PCR - Prozess: Denaturierung

2. Hybridisierung (Annealing):

Hier sinkt die Temperatur, so dass sich die Primer spezifisch an den entsprechenden Stellen
fir das ausgewahlte DNA-Segment anlagern kénnen. Die Temperatur hangt wahrend dieser
Phase von den Primern ab und liegt normalerweise 25°C unter ihrem Schmelzpunkt, sonst

besteht die Gefahr des Verlustes der Primer-Eigenschaften.

=

Abbildung 2-3 PCR — Prozess: Hybridisierung

3. Elongation / Verlangerung:

Die Primer legen den Startpunkt der DNA Synthese fest. Die DNA- Polymerase baut im
Reaktionsmix vorhandene Nukleotide selektiv an die entstehenden DNA-Strange an und

katalysiert somit die Verlangerung der Primer. Die Dauer dieses Prozesses wird auch von
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der Lange des DNA-Fragmentes, das mehrmals kopiert werden soll, beeinflusst. Die

erforderte Temperatur liegt zwischen 68°C und 72°C [52].
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Abbildung 2-4 PCR - Prozess: Elongation

2.4.2 Ablauf der TagMan-Reaktion

Die TagMan Methode beruht auf der Fahigkeit der 5"-3"-Exonuklease-Aktivitat der AmpliTaq
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) und der Verwendung von Primern, sowie
allelspezifischen fluorogenen Sonden [43]. Ahnlich wie der Primer ist die TagMan-PCR-
Sonde ein Oligonukleotid. Sie verflgt zusétzlich Uber einen am 5-Ende der Sonde
verknupften fluoreszierenden Reporter-Farbstoff und am 3"-Ende der Sonde aufgesetzten
Quencher-Farbstoff (d.h. Loscher der Fluoreszenz). Der am 3"-Ende platzierte Quencher
unterdrickt die Fluoreszenzfahigkeit (Quenching-Effekt) des am 5°-Ende positionierten
Reporterfarbstoffs, solange beide Farbstoffe raumlich nicht getrennt werden. Nach einer

geeigneten Lichtanregung emittieren diese Farbstoffe Licht einer spezifischen Wellenlange.

Durch die raumliche Nahe von Reporter- und Quencher-Fluorophor kommt es nach Fdrster
zu einem Fluoreszenz-Energietransfer (Fluorescence resonance energy transfer, FRET)
[21]. Hierbei kann ein Energietransfer von einem Donorfluorophor (Reporter) zu einem
Akzeptorfluorophor (Quencher) stattfinden. Je ndher Reporter- und Quencher-Farbstoff zu

einander liegen, desto groR3er ist das Mald der Effektivitat des FRET und die Fluoreszenz des
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Reporters bleibt im unterdriickten Zustand.

Die Abbildung 2-5 zeigt das Prinzip der TagMan Methode.
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Abbildung 2-5 Darstellung des TagMan PCR Verfahrens
Beim Ablauf dieses Verfahrens wird zuerst DNA denaturiert. Als néchstes hybridisieren
Primer und Sonden unter bestimmten Temperaturbedingungen sequenzspezifisch mit dem
DNA-Matritzenstrang. Die TagMan-Polymerase bindet sich an den Primern und schreitet mit
dem sich neu bildenden Strang so weit fort bis sie an die Sonden ansto3t und diese dann

verdrangt.

Durch die Verdrangung der Sonde erhélt diese eine y-férmige Sekundarstruktur und es
kommt zur Aktivierung der 5°-3-Exonuklease der AmpliTag DNA-Polymerase. Sie
hydrolysiert und spaltet dabei die Sonde in einzelne Nukleotide, darunter auch den 5'-
Reporter. Der Reporter emittiert dann Fluoreszenzlicht, da durch die nun erfolgte raumliche
Trennung beider Farbstoffe, die Fluoreszenz des Reporters nicht mehr vom Quencher
unterdriickt wird. Je mehr PCR Produkte sich mit jedem Zyklus aneinander akkumulieren,

desto pragnanter und intensiver wirkt die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs.

Durch die Auswertung der allelspezifischen Fluoreszenzsignale werden die Genotypen
bestimmt. Falls eine Hybridisierung der Sonden mit dem Matritzenstrang aufgrund eines

Basenfehlers nicht stattfindet, werden die Sonden vom Anfang an verdrangt und nicht in
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einzelne Nukleotide zerteilt, so dass der Quencher weiterhin die Fluoreszenzfahigkeit des

Reporters unterdriickt. Damit wird eine Verfalschung der Ergebnisse vermieden.

2.5 Bestimmung der SNP-Genotypen mit der TagMan Methode

Zur experimentellen  Ermittlung der SNP-Genotypen wurden die relevanten
Nukleotidsequenzen der Primer und TagMan Sonden (siehe Tabelle 1-1) aus den
Datenbanken des ,European Molecular Biology Laboratory (EMBL) oder GenBank
verwendet. Primers und Sonden wurden von Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
synthetisiert. Detaillierte Daten Uber die Nukleotide und SNPs sind auf der Internetdatenbank
des Nationalen Zentrums der Vereinigten Staaten fir biotechnologische Informationen zu

finden [51].

Fur jedes der drei SNPs, LTA-A, LTA-B und LTA-C, fanden immer zwei Primer und zwei
Sonden, wie Tabelle 2-1 zeigt, Verwendung. Diese Sonden waren jeweils fur ein Allel
spezifisch. Am Beispiel des LTA-B Polymorphismus sind die Allele A und G gegeben. Hier ist
die eine Sonde fur das Allel A mit dem FAM-Reporterfarbstoff (6-Carboxy-Fluorescein-
Reporterfarbstoff) und die andere fiir das Allel G mit dem Reporterfarbstoff VIC (Applied
Biosystems, Patent ausstehend) am 5 -Ende markiert. Am 3"-Ende der beiden Sonden war

der Quencherfarbstoff TAMRA (6-Carboxytetramethylrhodamin) gebunden.

Das Verfahren wurde nach Ablauf von 40 Zyklen mit einem Denaturierungsprozess von einer
konstant gehaltenen Temperatur von 95°C fir 15s und einer Temperatur von 60°C fir die

Primer Hybridisierung und Extension fiir 1 min, erfolgreich abgeschlossen.
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Tabelle 2-1 SNPs in BAT1, NFKBIL1 und LTA mit Nukleotidsequenzen der Primer und Sonden

SNP-Bezeichnung refSNP-ID SNP-Position ° Primer (5’ -> 3’) TagMan Sonde (5 -> 3')

BAT1-A rs2075582 BAT1 3’ benachbarte Region; 31602045 (T/C) GGGTGGTGCGTGTATTTTCAGT FAM-AACTTAGGCACCTCCTCCAAGGCTCTC
CCAGAAGCTGAAGGAACAGATGA VIC-AACTTAGGCGCCTCCTCCAAGGCT

BAT1-B rs2075580 BAT1 intron 5; 31608312 (C/G) CACCACCGTTTTCATTATAGATTCATATACT FAM-TTAGAATCTCCCCTATGACT
CCAGAAGGGTACTGTCTTCTCTTTCA VIC-TTAGAATCTCCGCTATGAC

BAT1-C rs2239527 BAT1 5" benachbarte Region; 31614098 (C/G) GGAGTAGAGGGAAGCCTGCAA FAM-AAGTGAAGGCAGATTTCCCTCCTTCGT
CTAAACAGGGAGAGCGCGTATG VIC-AAGTGAAGGCACATTTCCCTCCTTCG

NFKBIL1-A rs2071592 NFKBIL1 5’ benachbarte Region; 31619654 (T/A) TCCAGGCTGGAGGAAATGG FAM:TCCGTCCTCCACCIGCGTCTCT
GTAACGCCCCTCACAGTTCACT VIC-TCCGTCCTCCACCAGCGTCTCT

NFKBIL1-B rs2239707 NFKBIL1 intron 2; 31629632 (T/C) GGCAGAGCTGCCATCTTGAA FAM-TCCTGCTGGTCACTCGCTCCCT
GCCACCCTTCCATTGCTTTAA VIC-CCTGCTGGTCACTCACTCCCTTGG

NFKBIL1-C rs2516479 NFKBIL1 3’benachbarte Region; 31632639 (C/G) CTGAGTCACCCCTTGGGAATC FAM-CAGGCAGCAGGCATCCTGTCC
GGCCCTGGCTTCCTCTGA VIC-CAGGCAGCACGCATCCTGTCC

LTA-A rs1800683 LTA exon 1;31644375 (G/A) CCACTGCCGCTTCCTCTATAAA FAM-CCTGCTGTGCGGAGCCCCT
GGTAGTCCAAAGCACGAAGCA VIC-ACCTGCTGTGIGGAGCCCCTG

LTA-B rs909253 LTA intron 1; 31644617 (A/G) CAGTCTCATTGTCTCTGTCACACATTC FAM-TTTCTGCCATGATTCCTCTCTGTTCCC
GAAGAGACGTTCAGGTGGTGTCAT VIC-CTGTTTCTGCCATGGTTCCTCTCTGTTC

LTA-C rs1041981 LTA exon 3; 31645088 (C/A) CAGCACCCCAAGATGCATCT FAM-CACAGCACCCTCAAACCTGCTGC

AGGTCAGGTGGATGTTTACCAATG

VIC-CACAGCAACCTCAAACCTGCTGCTC

a

Die SNPs sind in Richtung vom Telomer zum Zentromer des kurzen Arms von Chromosom 6 (6p21.3) geordnet dargestellt. > Zu beachten ist, dass die
Orientierung von BAT1, vom Zentromer zum Telomer, entgegengesetzt der von NFKBIL1 und LTA ist. Die Nukleotidpositionen der SNPs auf Chromosom 6 sind
aufgefuhrt (z.B. Nukleotid 31602045 im Fall des BAT1-A SNP). Das Nukleotid auf der linken Seite des Schreckstrichs ist das am haufigsten vorkommende
Nukleotid in der polymorphischen Position. © FAM (6-carboxy-fluorescein) oder VIC (Farbstoff von Applied Biosystems) sind an den 5 en Enden der Sonden-
Oligonukleotide gebunden. Sonden-Sequenzen entsprechen dem kodierten Strang, mit Ausnahme der Sonden-Sequenzen, die fir die Analysen der NFKBIL1-B
und LTA-A SNPs verwendet wurden. Sie entsprechen dem nicht-kodierten Strang. Sonden, die fiir die Analyse von BAT1-B verwendet wurden, enthielten MGB
Gruppen, die an ihren 3’er Enden gebunden waren. Die allelspezifischen Nukleotide sind in der Sequenz jeder Sonde unterstrichen. In dieser Arbeit wurden nur

Bestimmungen fur die LTA-SNPs durchgefiihrt. Die Daten der restlichen SNPs wurden fiir die Haplo- und Diplotypbestimmungen zur Verfigung gestellt.
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2.5.1 Beschreibung des Verfahrens

Zur Versuchsdurchfihrung wurden insgesamt 22uL an Reaktionsvolumen jeder der
sechsundneunzig (96) Vertiefungen einer Mikrotiterplatte zugefihrt. Diese Menge bestand,
zusatzlich zu deionisiertem Wasser, aus 11 yL des 2x TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), einer 300 nmol/L Losung jeweils vom Vorwarts- und Ruckwarts-
Primer, einer 50-200 nmol/L Loésung jeweils von den FAM und VIC Sonden (Applied
Biosystems) und 2 pl mit geldsten 30-100 ng von der genomischen DNA oder weiteren 2yl

Wasser als Negativkontrolle. Der Versuchstrager wurde mit einer Abdeckung versehen.

Die ersten 8 Stellen der Mikrotiterplatte wurden mit der Negativkontrolle belegt, die nachsten
8 mit Standard-DNA fur Allel 1, 8 fur Allel 2, gefolgt von den restlichen 72 Proben mit

unbekanntem Genotyp.

Fur die Durchfihrung des TagMan PCR-Verfahrens wurden die GenAmp PCR Systeme
9600 beziehungsweise 9700 von Applied Biosystems oder des MultiCycler PTC 220 Dyad
von Biozym Diagnistik GmbH aus Deutschland eingesetzt. Dabei wird die Fluoreszenz der
jeweiligen Farbstoffe mit Hilfe dieser Real-time-PCR-Gerdten im geschlossenen

Reaktionsgefal’ Zyklus fur Zyklus erfasst.

Aus der anschlieBenden automatisierten Genotypanalyse und -bestimmung im ABI PRISM
7700 SDS (Sequence Detection System, Applied Biosystems) ergaben sich die gewlnschten
Ergebnisse. Ein anschauliches Beispiel fur die Ausgabe von Ergebnissen im SDS, ist in

Abbildung 2-6 dargestellt.
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Abbildung 2-6 Darstellung der Allel-Diskrimination im SDS 7700

In der Ergebnisstabelle aus Abbildung 2-6 sind alle Daten, die zur Allelbestimmung fiihren,
wiedergegeben. In den Spalten AL1 Rn, AL2 Rn und TAM Rn sind die normalisierten
Reporter-Werte der drei einzelnen Farbkomponenten aus den gemessenen Fluoreszenz-
Rohdaten jeder Probe gezeigt. Die Fluoreszenz-Rohdaten werden dafir in ihre FAM (AL1)-,
VIC (AL2)-, TAMRA (TAM)-Komponenten zerlegt und in vorliegender Arbeit auf die

Fluoreszenz-Werte des Quencher-Farbstoffs TAMRA normalisiert.

Aus den gezeigten normalisierten Reporter-Werten und unter Verwendung der 24 Proben mit
den drei Kontrollreaktionen NTC (Negativkontrolle), AL1 (Allell) und AL2 (Allel2), wird
ermittelt, inwieweit eine Probe mit unbekanntem Genotyp diesen Kontrollreaktionen
entspricht. Das Ergebnis ist in der Ergebnistabelle aus den Spalten NTCm, T1m und T2m
ersichtlich. Die Werte aus den Spalten T1m und T2m werden auf die Werte aus Spalte
NTCm normalisiert und in den Spalten T1n und T2n jeweils ausgegeben. In der Spalte Call

wird entweder der bestimmte Genotyp oder das Ausbleiben der Amplifikation angezeigt.

Die normalisierten Werte der Spalten T1n und T2n aus der Ergebnistabelle sind in der

grafischen Ergebnisdarstellung, wie in Abbildung 2-6 zu sehen ist, angezeigt. Hier sind
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ebenfalls die, aus der Verteilung der Tn-Werte berechneten Schwellenwerte zur
automatischen Allelbestimmung zu sehen. Diese Schwellenwerte unterteilen das gezeigte

Diagramm in vier Quadranten, die sich flr die Allelbestimmung ergeben:

Allel 1: Kleiner als der horizontale-, aber gréRRer als der vertikale Schwellenwert

Allel 2: GroRRer als der horizontale aber kleiner als der vertikale Schwellenwert

Heterozygot 1/2: GrolR3er als beide Schwellenwerte

Sind die normalisierten Ergebnisse kleiner als beide Schwellenwerte, so erfolgt keine
automatische Allelbestimmung.
Die Alleltabelle aus Abbildung 2-6 gibt das Ergebnis der Analyse fur alle Proben auf einen

Blick wieder.

2.5.2 Kontrolle der Richtigkeit der SNP Genotypisierung

Vor der Genotypisierung der neun SNPs mit dem TagMan-Assay bei den 1211 Probanden
wurden zur Kontrolle der korrekten Genotypbestimmung die PCR-Produkte mit Hilfe von
Restriktionsenzymen wie Hin6él (fir LTA-A, von MBI Fermentas), Ncol (fir LTA-B, von Roche
Applied Science), und HpyCHA4IIl (fur LTA-C, von New England Biolabs) und nach

Auftrennung in PAA- Gelen analysiert.
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2.5.3 Verwendete Gerate und Materialien

Gerate

PCR-Geréte:

Gene Amp PCR System 9600

Applied Biosystems , Weiterstadt

Gene Amp PCR System 9700

Applied Biosystems, Weiterstadt

Multicycler PTC 220 Dyad

Biozym Diagnistik Gmbh, Hess. Oldendorf

ABI Prism 7700 Sequence Detection System

Applied Biosystems,Weiterstadt

Zentrifugen:

Zentrifuge CR3-12

Jouan, St. Herblain, Frankreich

Zentrifuge A 14

Jouan, St. Herblain, Frankreich

Biofuge fresco

Instruments, Hanau

Mixer:

Vortexter

Genio2 TM Bender& H Obein AGV

Zurich, Schweiz

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg
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Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Primer und Sonden

Primer und Sonden fir die TagMan- | Applied Biosystems, Weiterstadt
Reaktionen

Reaktionslésung:

Taq Man Universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Weiterstadt

PCR-Reaktionsplatten:

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems, Weiterstadt

MicroAmp Optical Caps ( 8 Caps/Strip ) Applied Biosystems, Weiterstadt

2.6 Haplotypbestimmung

Im Rahmen dieser Arbeit sind die drei Polymorphismen des LTA-Gens bestimmt worden. Fir
die Haplotypanalyse wurden die Daten der anderen sechs SNPs, BAT1-A, BAT1-B, BAT1-C,
NFKBIL1-A, NFKBIL1-B und NFKBIL1-C, zur Verfugung gestellt. Die Berechnung der
Haplotypen wurde von Dr. Arne Pfurfer (Institut fir Genetik, GSF Forschungszentrum

Neuherberg) durchgefihrt.

Um eine mogliche paarweise Assoziation der Allele aus den ermittelten Daten der diploiden
Genotypen bei den Kombinationen der 9 SNPs nachzuweisen, wurde ein Verfahren zur
Bestimmung der maximalen Wabhrscheinlichkeit (maximume-likelihood estimation, MLE)

verwendet, das auf dem Erwartungs-Maximierungsalgorithmus (EM-Algorithmus) basiert.
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Unter Anwendung dieses Algorithmus im Programm LDmax, das im GOLD-Softwarepaket [2]
beinhaltet ist, wurden zwei Werte fur die Koppelung zwischen Allelen, auch als ,linkage
disequilibrium“ (LD) bezeichnet, berechnet [49]. Einerseits wird der Lewontin's Disequilibrium
Koeffizient D” bestimmt, welcher, wenn eine von den vier moglichen Nukleotidkombinationen
zweier Polymorphismen nicht in Erscheinung tritt, seinen Maximalwert von 1 annimmt. Das
andere resultierende Mali dieser Abhangigkeit der Allelen, der Parameter |r|, erreicht sein
Maximum von 1, wenn zwei von den vier mdglichen Nukleotidkombinationen zweier
Polymorphismen nicht beobachtet wird. Um dartiber hinaus einen Vergleich des mittleren
Fehlers bei der Auswertung mit verschiedenen Verfahren zu gestatten, wurden diese
Analyse auch mit einem ,Markov Chain“-Monte Carlo Algorithmus, wie er in der Software
PHASE implementiert wurde, durchgefihrt [74]. Dabei werden Haplotypen numerisch ,in

silico® rekonstruiert, die genetisch den beobachteten Haplotypen ahnlich sind.

Eine Abwandlung des Erwartungs-Maximierungsalgorithmus (EM-Algorithmus) mit der
Bezeichnung ,Partition Ligation EM“, wurde ausgewahlt, um Haplotypen und Haplotyp-
Haufigkeiten zu bestimmen und aus den Genotypdaten der SNPs auf das Haplotyp-
Verteilungsschema zu schlieBen [19, 64]. Dabei wurde hauptséchlich die dafur geeignete
Software PL-EM [64] verwendet. Auch hier wurde, parallel dazu, durch Anwendung der
Programme LDmax und PHASE, eine qualitative Aussage Uber die resultierenden mittleren
Fehler bei der Auswertung erméglicht. Der Haplotypblock wurde gemal den Kriterien von

Gabriel [23] definiert.

2.7 Statistische Analyse

Die zwei Gruppen, die Kontroll- und Patientengruppe, wurden in Hinsicht auf die
Bestimmung der Verteilung der Genotypen und der auftretenden Haufigkeit der jeweiligen
Haplotypen statistisch analysiert und verglichen. Alle diskreten Variablen, die als Zahl und
entsprechendem Prozentanteil erfasst wurden, verglich man mit Hilfe des Chi-Quadrat-
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Anpassungstests. Dagegen hat man fur die, als Mittelwert mit Standardabweichung (+ SD)
bestimmte kontinuierliche Variable des Alters der Personen, den nicht gepaarten,
zweiseitigen t-Test angewandt. FUr diese statistischen Auswertungen sind P-Werte unter

0,05 als signifikant deklariert worden.

Eine multiple logistische Regressionsanalyse wurde durchgefiihrt und die angepassten
Wahrscheinlichkeitsquoten (,0dds ratios“) sowie deren 95%-tige Konfidenzintervalle (95% KI)

wurden ermittelt.

Die Multivarianzanalyse wurde unter Bertcksichtigung der potentiell interferierenden
Faktoren, Alter, Geschlecht, arterielle Hypertension, Hypercholesterindmie, Rauchen, und

Diabetes mellitus durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit steht die Bestimmung der drei LTA SNPs, LTA-A, LTA-B und LTA-
C im Vordergrund. Die Daten der restlichen SNPs, BAT1-A, BAT1-B, BAT1-C, NFKBIL1-A,

NFKBIL1-B und NFKBIL1-C, wurden fiir Haplo- und Diplotypanalysen zur Verfligung gestellt.

3.1 Patientencharakteristika

In der vorliegenden Studie wurden 4868 Individuen anhand der drei Polymorphismen, LTA-
A, LTA-B und LTA-C, untersucht. 1211 Individuen der Population wurden als Kontrollgruppe
bezeichnet, diese waren hinsichtlich eines Myokardinfarktes gesunde Individuen. Es wurde
ein Vergleich mit einer Patientengruppe gezogen. Diese Gruppe setzte sich aus 3657
Patienten zusammen, die einen Myokardinfarkt in der Vergangenheit erlitten hatten oder
Symptome eines akuten MI zeigten. Die klinischen Charakteristika der Individuen der
Kontroll- und der Patientengruppe, wie sie in Tabelle 3-1 dargestellt sind, wurden fir die

folgende vergleichende Betrachtung herangezogen.

Unter den Kklinischen Eigenschaften der Kontrollgruppe und der Patienten mit Ml ist zu
vermerken, dass in der Gruppe der Myokardinfarktpatienten das mittlere Alter mit 64 Jahren
hoher als in der Kontroligruppe (60,3) liegt. Im Weiteren ist der Anteil der Frauen in der

Patientengruppe (24,2%) niedriger als in der Kontrollgruppe (49,4%)

In der Tabelle 3-1 fallt weiterhin ein erhdhter Anteil an arterieller Hypertension (61,4% vs.
48,6%), Hypercholesterinamie (56,5% vs. 49,7%), Nikotinabusus (50,6% vs. 15,2%) und
Diabetes mellitus (20,6% vs. 5,4%) in der Myokardinfarktigruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf. Diese klinischen Charakteristika zahlen zu den Risikofaktoren fir

kardiovaskularen Erkrankungen.
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Tabelle 3-1 Klinische Eigenschaften der Kontrollgruppe und der Patienten mit Ml

Patientengruppe mit

Kontrollgruppe Myokardinfarkt p
(n=1211) (n=3657)
Alter (Jahre) 60,3+11,9 64,0+12,0 <0,0001
598 885
Frauen <0,0001
(49,4 %) (24,2 %)
Arterielle 589 2246
. <0,0001
Hypertension (48,6 %) (61,4 %)
_ _ 602 2067
Hypercholesterinamie <0,0001
(49,7 %) (56,5 %)
_ 184 1849
Aktiver Raucher <0,0001
(15,2 %) (50,6 %)
_ _ 65 754
Diabetes mellitus <0,0001
(5,4 %) (20,6 %)

Das Alter ist als Mittelwert mit resultierender Abweichung erfasst, wahrend alle anderen Parameter

sowohl in Anzahl als auch Prozentsatz dargestellt werden.
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3.2 Genotypverteilung der drei Polymorphismen

Die Verteilung, der auf den drei Polymorphismen, aus der BAT1-NFKBIL1-LTA-Region,

beruhenden Genotypen in der Kontroll- und der MI-Gruppe ist in Tabelle 3-2 dargestellt.

Bei den drei SNPs, LTA-A, LTA-B und LTA-C, liegt bei den seltenen Genotypen ein um ca.
2% hoherer Anteil in der Kontrollgruppe im Verhaltnis zur Patientengruppe vor. Umgekehrte
Verhaltnisse herrschen entsprechend fir die haufigen Genotypen, die homozygoten Trager
des haufigen Allels kommen tendentiell in der Patientengruppe ofters vor. Die Anteile der
Heterozygoten sind in beiden Gruppen fast gleich. Die dabei resultierenden Signifikanzwerte
liegen Uber dem Signifikanzniveau, so dass bei allen drei SNPs ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der MI- Gruppe nicht vorliegt. Der p- Wert liegt bei LTA-A
und LTA- C bei 0,11. Ein p- Wert von 0,057 ist besonders beim SNP LTA-B nicht zu

Ubersehen.

Weitergehend werden gesondert die auftretenden Haufigkeiten der seltenen Genotypen und
die der dazugehorigen Allele, wie sie in der Kontroll- und der MI-Gruppe vorkommen, in

Tabelle 3-3 gezeigt.

Der seltene Genotyp aller hier aufgefihrten SNPs ist in der Kontrollgruppe héaufiger
anzutreffen als in der Patientengruppe. Dabei Iasst sich beim Vergleich der zwei Gruppen ein
groBerer Unterschied von um die 2% bei der Verteilung des seltenen Genotyps von LTA-A,
LTA-B und LTA-C nachweisen. Daraus resultieren Signifikanzwerte zwischen 0.045 und
0.02. Der niedrigste p-Wert tritt dabei mit 0,020 fur den GG seltenen Genotyp des

Polymorphismus LTA-B auf.

Bei der naheren Betrachtung der Verteilung der seltenen Allele fir die drei SNPs wird
festgestellt, dass das seltene Allel starker in der Kontroll- als in der MI- Gruppe vertreten ist.

Auch hier Uberwiegt der Anteil des seltenen Allels in der Kontrollgruppe mit ungefahr 2%
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gegeniber dem Anteil in der MI-Gruppe. Hier macht sich das seltene Allel G des SNP LTA-B

mit einem statistisch signifikanten Unterschied bemerkbar, der p- Wert liegt bei 0,048.

Die Genotyp- sowie Allelverteilung der restlichen 6 SNPs, BAT1-A, BAT1-B, BAT1-C,
NFKBIL1-A, NFKBIL1- B und NFKBIL1-C wurde ebenfalls in den beiden Gruppen ermittelt,
die Daten wurden zur Verfigung gestellt. Von den 6 SNPs weisen nur die zwei, namlich
BAT1- C und NFKBIL1- A, eine ahnliche Genotyp- und Allelverteilung wie die LTA- SNPs in

der Kontroll- und Patientengruppe auf.

Auch bei diesen beiden SNPs war der Anteil des seltenen Genotyps starker in der
Kontrollgruppe prasent. Ebenfalls liegt hier eine Tendenz zugunsten der homozygoten
Trager des haufigen Allels in der Patientengruppe. Der Anteil an Heterozyoten bleibt wie bei
den LTA- SNPs gleich. Die Signifikanzwerte liegen bei BAT1- C und NFKBIL1- A tber dem
Signifikanzniveau. Bezlglich der Verteilung des seltenen Genotyps in beiden Gruppen ist
eine auftretende Haufigkeit sowohl bei BAT1- C als auch bei NFKBIL1- A in der
Kontrollgruppe festzustellen. Hierbei zeigen sich signifikante Werte, beim seltenen Genotyp
GG von BAT1- C ein Wert von 0,024 und beim seltenen Genotyp AA von NFKBIL1- A ein
Wert von 0,027. Auch die Verteilung des seltenen Allels in beiden Gruppen fallt mit derem
erhdhten Anteil in der Kontrollgruppe im Vergleich zur Patientengruppe auf. Ein signifikanter

Wert ist hierbei nicht vorhanden.

Die drei im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SNPs, LTA-A, LTA-B und LTA-C, und die 6
weiteren SNPs, BAT1-A, BAT1-B, BAT1-C, NFKBIL1-A, NFKBIL1-B und NFKBIL1-C, deren
Genotypdaten zur Verfigung gestellt wurden, bilden die Grundlage fir die Haplo- und
Diplotypanalyse der BAT1-NFKBIL1-LTA-Region, deren Resultate im Folgenden gezeigt

werden.
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Tabelle 3-2 Genotypverteilung der Kontroll- und der Patientengruppe in der BAT1-NFKBIL1-

LTA Genregion

Polymorphismus Genotyp

Kontrollgruppe
(n=1211)

Patientengruppe mit
Myokardinfarkt
(n=3657)

LTA-A GG
(rs1800683) GA
AA
LTA-B AA
(rs909253) AG
GG
LTA-C cC
(rs1041981) CA
AA

560 (46,2 %)
521 (43,0 %)

130 (10,7 %)

558 (46,1 %)
521 (43,0 %)

132 (10,9 %)

558 (46,1 %)
523 (43,2 %)

130 (10,7 %)

1757 (48,0 %)
1580 (43,2 %)

320 (8,8 %)

1760 (48,1 %)
1580 (43,2 %)

317 (8,7 %)

1758 (48,1 %)
1577 (43,1 %)

322 (8,8 %)

0,11

0,057

0,11

Die erfassten Variablen sind als Anzahl und Prozentanteil der Individuen mit entsprechendem
Genotyp in der Kontroll- und der Patientengruppe aufgefuhrt.
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Tabelle 3-3 Verteilung der seltenen Allele und Genotypen der Kontroll- und der Patientengruppe in der BAT1-NFKBIL1-LTA Genregion

Polymorphismus  Seltenes Kontrollgruppe MI-Gruppe QOdds ratio p Seltener  Kontrollgruppe MI-Gruppe Odds ratio p

Allel (2422 Allele) (7314 Allele)  (95% CI) Genotyp (n=1211) (n=3657) (95% CI)
LTA-A A 781 (32,2) 2220 (30,4) 0,92 (0,83-1,01) 0,080 AA 130 (10,7) 320 (8,8) 0,80 (0,64-0,99) 0,039
LTA-B G 785 (32,4) 2214 (30,3) 0,91 (0,82-1,00) 0,048 GG 132 (10,9) 317 (8,7) 0,78 (0,63-0,96) 0,020
LTA-C A 783 (32,3) 2221 (30,4) 0,91 (0,83-1,01) 0,070 AA 130 (10,7) 322 (8,8) 0,80 (0,65-1,00) 0,045

Die erfassten Variablen sind als Anzahl und Prozentanteil der Individuen mit entsprechendem Allel und Genotyp in der Kontroll- und der Patientengruppe
aufgefihrt. Signifikante p-Werte (p<0,050) sind unterstrichen dargestellt.
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3.3 Ergebnisse der Haplotyp-Verteilung

Nachdem die einzelnen Polymorphismen untersucht wurden, schliel3t sich hier die
Betrachtung der unterschiedlichen Haplotypen an. Ein Haplotyp ist als eine Kombination der
Allele von einzelnen SNPs auf einem Chromosom definiert. In dieser Arbeit werden jeweils 3
SNPs aus der BAT1-NFKBIL1-LTA-Region untersucht. Deren Allele liegen auf dem Watson
Strang von Chromosom 6 (5'p—3°q) und wurden in der gleichen Weise geordnet, wie die
entsprechenden Polymorphismen auf dem Chromosom 6. Es sind folgende SNPs der Reihe
nach angeordnet: BAT1-A, BAT1-B, BAT1-C, NFKBIL1-A, NFKBIL1-B, NFKBIL1-C, LTA-A,

LTA-B, LTA-C.

Die funf haufigsten Haplotypen sind in Tabelle 3-4 dargestellt. Sie reprasentierten mehr als
90% der Individuen. Die restlichen vorkommenden Haplotypen wurden aufgrund ihres

geringen Anteils in der Studienpopulation nicht betrachtet.

Der haufigste Haplotyp, Haplotyp 1, beinhaltet das seltene Allel der funf SNPs, BAT1-C,
NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B und LTA-C. Beim Vergleich zwischen den beiden Gruppen ist der
relative Anteil des Haplotyps 1 in der Kontrollgruppe mehr als 2% groRRer als in der M-

Gruppe. Es ergibt sich dabei ein signifikanter p-Wert von 0,015.

Haplotyp 2 ist mit fast gleichen Prozentanteilen in beiden Gruppen vertreten, wahrend
Haplotyp 3 haufiger in der Kontrollgruppe zu finden ist. Ein Uberwiegen der vorkommenden
Haufigkeiten fur die Haplotypen 4 und 5 ist auf Seite der Patientengruppe zu erkennen. Die
bei den Haplotypen 2 bis 5 auftretenden Differenzen in der auftretenden Haufigkeit zwischen
den beiden Gruppen sind kleiner als 1,1%. Haplotyp 2 beinhaltet nur das seltene Allel des
SNP NFKBIL1-C, wahrend bei Haplotyp 5 nur das seltene Allel von SNP NFKBIL1-B
vorkommt. Haplotyp 3 enthalt vier seltene Allele der SNPs BAT1-A, BAT1-B, NFKBIL1-B und

NFKBIL1-C. Dagegen ist Haplotyp 4 die einzige Allekombination, die sich nur aus h&ufigen
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Allelen der neun SNPs zusammensetzt. Hierbei ist zu vermerken, dass keiner dieser vier

Haplotypen seltene Allele der funf, im Kapitel 3.2 mehrmals erwahnten SNPs BAT1-C,

NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B und LTA-C enthalt. Die sich ergebenden p-Werte der Haplotypen

2 bis 5 liegen weit oberhalb des signifikanten Grenzwertes.

Tabelle 3-4 Haplotypfrequenzen

Kontrollgruppe Gruppe mit Ml
Haplotyp 2422 Haplo- 7314 Haplo-
Nr. Allelkombination typen typen p
1 T C G A T C A G A 718(29,6) 1981 (27,1) 0,015
2 T C C T T G G A C 509(10 1544 (21,1) 0,92
3 C G C T C G G A C 489(20,2 1437 (19,6) 0,56
4 T C C T T C G A C 264(10,9 875 (12,0) 0,16
5 T C C T €C C G A C 236(97 761 (10,4) 0,35
< oo O
-
< o O 4 d d
o288 12
< < <
i & @zzzHhhbh

Die erfassten Variablen sind als Anzahl und Prozentanteil der Individuen mit entsprechendem
Haplotyp in der Kontroll- und der Patientengruppe dargestellt. Dabei sind die seltenen Allele gelb
gekennzeichnet. Der signifikante p-Wert (p<0,050) ist unterstrichen dargestellt.
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3.4 Ergebnisse der Diplotyp-Verteilung

Als Nachstes wurde die Relation der Diplotypen mit dem Myokardinfarkt untersucht. Ein
Diplotyp ist als die Kombination aus zwei Haplotypen definiert. Die Verteilung der 5

haufigsten Diplotypen in der Kontrollgruppe und MI- Gruppe wird in Tabelle 3-5 gezeigt.

Der Diplotyp I, kombiniert von Haplotyp 1 mit Haplotyp 1, ist in der Kontrollgruppe gegentiber
der MI- Gruppe mit einem relativen Unterschied von mehr als 2% haufiger anzutreffen. Aus
der Verteilung des Diplotyp | in den beiden Gruppen ergibt sich ein deutlich signifikanter

Unterschied. Der signifikante p- Wert liegt bei 0,0047.

Die Diplotypen Il und Ill zeigen geringfugige Differenzen in deren Verteilung in den beiden
Gruppen. Die restlichen Diplotypen IV und V weisen eine annahernd gleich auftretende
Haufigkeit in der Kontrollgruppe und MI- Gruppe auf. Es zeigen sich p-Werte, die zwischen
0,24 und 0,99 variieren, daraus ergibt sich kein signifikanter Unterschied bei der

Diplotypverteilung zwischen beiden Gruppen und somit keine Assoziation mit dem M.

Eine multiple logistische Regressionsanalyse zeigte, dass der Diplotyp | mit einem
unabhangigen, protektiven Effekt gegen den Ml asoziiert ist. (Genetischer Effekt 0,78;95%,
Konfidenzintervall 0,62-0,99; p= 0,043). Die Multivarianzanalyse wurde unter
Bertcksichtigung der potentiell interferierenden Faktoren Alter, Geschlecht, arterielle

Hypertension, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus durchgefihrt.
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Tabelle 3-5 Verteilung der Diplotypen

Haplotyp- Kontrollgruppe Gruppe mit Ml
Diplotyp ~ Kombination (n=1211) (n=3657) P
I 1-1 113 (9,3) 251 (6,9) 0,0047
I 1-2 154 (12,7) 451 (12,3) 0,73
0 1-3 139 (11,5) 365 (10,0) 0,14
v 1-5 74 (6,1) 223 (6,1) 0,99
\% 2-3 86 (7,1) 275 (7,5) 0,63

Die Variablen sind als Anzahl und Prozentanteil der Individuen in der Kontroll- und der
Patientengruppe dargestellt. Der signifikante p-Wert (p<0,050) ist unterstrichen dargestellt.
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4 Diskussion

Die Genotypverteilung in der Kontroll- und Myokardinfarkt-Gruppe zeigt fir den SNP LTA-B
der drei untersuchten Polymorphismen des LTA-Gens einen anndhernd signifikanten Wert.
Bei der Betrachtung der Genotypen ergeben sich fir die seltenen Homozygoten der SNPs,
LTA-A, LTA-B und LTA-C, signifikante p-Werte hinsichtlich einer Assoziation mit dem MlI.
Das Gleiche ist auch fiir die SNPs BAT1-C und NFKBIL1-A zu beobachten. Dies folgt aus
Daten fur die Gene BAT1 und NFKBIL1, die zwecks Haplotyp- und Diplotypbestimmung zur
Verfligung gestellt wurden. Bei der Untersuchung der seltenen Allele der drei LTA-SNPs
erzielt nur das G Allel von LTA-B einen signifikanten p-Wert. Im Weiteren zeigt Haplotyp 1
bei der Haplotypverteilung ein signifikantes Ergebnis beziglich einer Assoziation mit dem M-
Krankheitsbhild. Dieser Haplotyp beinhaltet zugleich die seltenen Allele aller finf zuvor
erwahnten SNPs, BAT1-C, NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B und LTA-C. Auch Diplotyp I,
zusammengesetzt aus Haplotypl und Haplotypl, weist bei der Diplotypverteilung der

untersuchten Individuen eine Signifikanz auf.

4.1 Vergleich zwischen der Kontroll- und der MI-Gruppe

Zu der vorliegenden Studie wurde eine grosse Population herangezogen. Um trotz der
hohen Anzahl der Personen die Qualitat zu erhalten, wurden bei der Auswahl der Individuen
der Kontroll — und Patientengruppe rigorose Kriterien angewandt. Die Prifung dieser
Kriterien wurde unter anderem auch durch Koronarangiographien der untersuchten

Personen unterstutzt.

Ebenfalls zur Gute der Resultate trug die Anwendung des TagMan-Verfahrens. wobei nicht
die Notwendigkeit nach einer weiteren Verarbeitung der PCR Produkte nach dem Ablauf

dieses Verfahrens besteht. Zusatzlich erlaubt die ABI PRISM 7700 Sequence Detection eine
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schnelle Analyse von einer grof3en Anzahl von Proben. Jedoch gewdahrleistet das TagMan
Assay sowohl im Spektrum der Anwendungsmdglichkeiten als auch bei der Geschwindigkeit
der Versuchsdurchfiihrung, der Auswertung sowie der Gute der Ergebnisse sehr gute

Leistungen.

In der resultierenden Genotypverteilung liegt der Schwerpunkt der vorkommenden Haufigkeit
der seltenen Genotypen bei den drei LTA-SNPs, verstarkt in der Kontrollgruppe. Hierbei tritt
eine eindeutige Signifikanz aus dem erwahnten Verhaltnis der Individuenanteile zwischen
Kontroll- und MI-Gruppe auf. Am deutlichsten gilt dies fur den seltenen Genotyp des LTA-B
SNPs mit dem héchsten Mal3 an Signifikanz. Daraus lasst sich schliessen, dass ein
Zusammenhang dieser seltenen Genotypen mit einem protektiven Effekt hinsichtlich des M
bestehen konnte. Ebenfalls zeigt sich bei der Verteilung der seltenen Allele nur bei dem

seltenen G-Allel des LTA-B SNPs ein signifikantes Ergebnis.

Bei der Auswertung der Haplotypen ist die Auswirkung der Kombination der seltenen Allele
der funf SNPs, BAT1-C, NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B und LTA-C, in Haplotypl ersichtlich.
Denn nur bei diesem Haplotyp ist eine protektiv wirkende Assoziation mit dem MI aufgrund
der sich ergebenden Signifikanz und der vergleichsweise hoheren Anteile in der
Kontrollgruppe zu beobachten. Diplotyp I, der sich aus zwei Haplotypenl zusammensetzt,
weist ebenfalls das einzig signifikante Resultat hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen

den untersuchten Diplotypen und dem MI auf.

Daraus lasst sich folgern, dass die SNPs an sich keinen protektiven Effekt bezliglich des Ml
aufweisen, jedoch sind die seltenen Genotypen der finf genannten SNPs mit einer
protektiven Wirkung bezlglich des MI assoziiert. Unter den untersuchten Allelen der
vorgenannten SNPs lasst sich diese Assoziation nur beim seltenen Allel des LTA-B SNPs
finden, welcher ebenfalls gem&R den signifikanten Ergebnissen bei der Allelverteilung
zwischen den beiden Gruppen eine protektive Wirkung bezuglich des Ml aufweist. Wahrend

ein Zusammenhang mit dem MI bei dem alleinigen Vorkommen der seltenen Allele fast aller
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SNPs fehlt, zeigt dessen Auftreten in deren Kombination in den seltenen Genotypen der funf
vorgenannten SNPs eine Assoziation mit dem protektiven Effekt. Daraus lasst sich
schlieBen, dass das mehrfache Auftreten der seltenen Allele dieser funf erwdhnten SNPs
verstarkt zu dieser Assoziation mit protektiver Wirkung fuhrt. Diese Vermutung wird durch die
Verteilung der Haplotypfrequenzen, speziell durch Haplotypl bestatigt. Eine weitere
Indikation auf einen protektiv wirkenden Zusammenhang ergibt sich durch die
Zusammensetzung des Diplotyp I. Als Fazit ergibt sich, dass die gleichzeitig auftretende

Kombination der seltenen Allele dieser funf SNPs mit einem protektiven Effekt assoziiert ist.

4.2 Vergleich der kaukasischen Population mit anderen
Populationen.

Auch andere Studien haben sich mit Zusammenhangen zwischen den SNPs in der BAT1-
NFKBIL1-LTA-Region und einem moglichen Myokardinfarkt befasst. [32, 57, 63, 78, 91] An
dieser Stelle ist zum Beispiel die japanische Studie von Ozaki et al [57] zu erwahnen. Die
Ergebnisse dieser Studie in der japanischen Population stimmen nicht mit den Ergebnissen
der vorliegenden Studie in der Population aus dem stddeutschen Raum uberein. In der
japanischen Studie ist eine Assoziation zwischen den BAT1-C, NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B
und LTA-C SNPs mit einem gesteigerten Myokardinfarktrisiko festgestellt worden. Die
Homozygotitat der seltenen Allele der finf SNPs beeinflusst negativ den
Erkrankungsprozess und deutet auf ein erhohtes Risiko flr einen Myokardinfarkt hin.
Nachdem die vorliegende und die Studie von Ozaki [57] beim Vergleich der beiden
Populationen unterschiedliche Ergebnisse Uber die Genotypverteilung der drei SNPs des
LTA-Gens gezeigt haben, ist eine unterschiedliche Funktion und Bedeutung der SNPs in den

beiden Populationen zu vermuten.

In der japanischen Studie [57] war bei der Haplotypverteilung Haplotyp A der am haufigsten

vorkommende Haplotyp. Er ist dem Haplotypl in der vorliegenden Studie strukturell &hnlich
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und beinhaltet wie dieser die seltenen Allele der BAT1-C, NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B und
LTA-C SNPs. Um einen Vergleich zwischen dem Haplotyp A der japanischen Studie und
Haplotyp 1 der vorliegenden Studie zu ermdglichen, wurden beim japanischen Haplotyp A
Anpassungen vorgenommen (Abbildung 4-1). Es handelt sich um die Anordnung der SNPs
des BAT1-Gens und um die Bezeichnung der Basen der SNPs im BAT1- und im NFKBIL1-
Gen (BAT1-A, T/IC = A/G, BAT1-B und BAT1-C C/G = G/C, NFKBIL1-B und NFKBIL1-C

C/G = G/C). Der resultierende modifizierte Haplotyp erhélt die Bezeichnung A*.
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Abbildung 4-1 Vergleich der Haplotypen 1 und A (seltene Allele sind gelb gekennzeichnet)

BAT1 SNPs sind relativ zur Position der anderen SNPs auf dem Chromosom 6 geordnet. Bei dem
BAT1-A SNP wurde T/C mit A/G, bei den BAT1-B und BAT1-C SNPs C/G mit G/C ersetzt. Bei
NFKBIL1-B und NFKBIL1-C wurde C/G mit G/C ersetzt. Der Doppelpfeil () deutet den Unterschied
zwischen den Haplotypen 1 und A* an.
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Durch die Anpassung des Haplotyps A an den Haplotyp 1 wurde ersichtlich, dass der
Haplotyp 1 analog zum Haplotyp A aus der japanischen Referenz-Studie [57] war, mit
Ausnahme des NFKBIL1-B-SNPs (siehe Abbildung 4-1). Hier tritt eine Base in Haplotyp 1 als
T und in Haplotyp A* als C in Erscheinung und ist in beiden Fallen das haufige Allel. Jedoch
liegt der entscheidende Unterschied in der gréReren Haufigkeit des Haplotyps A* in der MI-
Gruppe im Verhdltnis zur Kontrollgruppe der japanischen Population. Im Gegensatz dazu
liegt die grossere Haufigkeit bei Haplotyp 1 in der Kontrollgruppe vor. Dies deutet darauf hin,
dass der Haplotyp A* in der japanischen Population das Risiko an Ml zu erkranken, erhoht,

anstatt -wie Haplotyp 1 in der vorliegenden Studie gezeigt- protektiv zu wirken.

Diese ahnlichen Haplotypen, 1 und A*, beinhalteten jeweils das seltene Allel der finf SNPs,
namlich BAT1-C, NFKBIL1-A, LTA-A, LTA-B und LTA-C, bei beiden Studien. Dagegen ist
eine derartige Allelkombination in keinem der restlichen am haufigsten vorkommenden

Haplotypen, Haplotypen 2-5, wieder anzutreffen.

In der kaukasischen und der japanischen Population sind unterschiedliche Allelfrequenzen,
Genotyp- und Haplotypverteilungen im Fall der neun erwédhnten SNPs in der BAT1-
NFKBIL1-LTA-Region vorhanden. Aul3erdem zeigen die seltenen Allele, seltene Genotypen
und Haplotypen in beiden Populationen einen unterschiedlichen und entgegengesetzten

Einfluss auf den MI-Krankheitsprozess.

Die PROCARDIS consortium Studie [63] untersuchte eine mogliche Assoziation von LTA-C
SNP mit dem MI oder mit dem symptomatischen akuten koronaren Syndrom. Diese Studie
umfasst weil3e Européer aus: Deutschland, Italien, Schweden und GrolRbritannien. Das
seltene Allel, Allel A, des LTA-C SNP und dessen seltene Genotyp, Genotyp AA, waren in
dieser Studie mit einem erhdhten MI-Risiko assoziiert. Dagegen weisen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie keine derartige Assoziation des seltenen A Allels oder des seltenen AA
Genotyps des LTA-C SNP mit einem erhthten MI-Risiko nach.Im Gegensatz zu der

vorliegenden und der PROCARDIS Studie zeigen Ergebnisse aus der Studie von Tobin et al
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[78] in zwei Zentren in Grof3britannien keinen Hinweis auf eine Relation zwischen dem LTA-C
SNP und dem MI. Die widersprichlichen Ergebnisse der Studien in den kaukasischen
Populationen kénnten teilweise an den verschiedenen Studienvoraussetzungen liegen. Zum
Beispiel ist die PROCARDIS consortium Studie eine familienbasierende Studie, die
vorliegende Studie dagegen eine Fall-Kontrollstudie. Weiterhin wurde in der vorliegenden
Arbeit fir die Bildung von Fall- oder Kontroll-Status eine koronare Angiographie zur
Bestimmung der Patientengruppe angewendet, eine bessere Patientencharakterisierung ist
damit erreicht. Eine entsprechende Voraussetzung bestand bei der PROCARDIS
consortium Studie nicht. Somit liegen Diskrepanzen hinsichtlich der Studienvoraussetzungen

vor [9].

In einer Studie von lwanaga und seinen Kollegen [32] haben sich signifikante Resultate
ergeben. Die NFKBIL-A, LTA-A, LTA-B und LTA-C SNPs waren mit dem MI in der
japanischen Population assoziiert. Alle seltenen Allele, einschlie3lich der homozygoten und
heterozygoten Genotypen, aber nicht die homozygoten Genotypen alleine, waren haufiger in
der Patienten- als in der Kontrollgruppe vertreten. Die Ergebnisse in der Studie von lwanaga
et al zeigen Risikoeffekte der seltenen Allele bezuglich des MI-Risikos und stimmen mit den
Ergebnissen der seltenen Allele in der von Ozaki et al [57] untersuchten japanischen

Population nicht tberein.

Im Gegensatz zu diesen Resultaten haben Yamada et al [91] keine Assoziation der LTA-B
und LTA-C SNPs mit dem MI in einer anderen japanischen Population feststellen kénnen.
Die unterschiedlichen Ergebnisse innerhalb der japanischen Populationen kdnnten mit
Verschiedenheiten in der Zusammensetzung der Kontrollgruppen zusammenhéngen. Die
Genotypverteilungen in den Kontrollgruppen waren auffallend und unterschiedlich. Die
widerspruchlichen Ergebnisse kodnnten auch durch ungleiche Auswahlkriterien und

Altersunterschiede erklart werden.

52



4.3 Ausblick

Trotz des Vorliegens diskrepanter Studienergebnisse, weisen die bisher gewonnenen Daten
darauf hin, dass eine Assoziation zwischen der BAT1-NFKBIL1-LTA Region und dem Ml
besteht. Die Risikofaktoren und deren Einfluss konnten auch in den verschiedenen
Bevolkerungsgruppen variieren [66]. Dennoch sind solche Unterschiede schwer definierbar
und auch nicht vollstandig abgrenzbar. Zusatzlich ist auch eine Atiologie dieser Unterschiede
selten begriindbar. Vielmehr gibt es Anzeichen von Ursachen, die Anlass fur weitere
Untersuchungen geben. In der Manifestation von unterschiedlichen Krankheiten, in dem Fall
von KHK und MlI, spielen multifaktorielle Komponenten eine entscheidende Rolle. Als Solche
sind unter anderem, ethnische Unterschiede, unterschiedliche Umweltverhaltnisse,
Variationen in der Erndhrung, Lebensweise, sozibkonomischen und kulturellen Bedingungen
[33, 80] zu nennen. Alle diese Faktoren kdénnten die unterschiedlichen Ergebnisse in beiden

Populationen, in Weil3en und in Japanern, erklaren.

Einfluisse und Auswirkungen der neun SNPs und deren Allelkombination auf dem
Haplotypblock missen ausfiihrlicher auf eine Pradisposition fir einen Ml untersucht werden.
Zur Bestatigung der hier aufgefiihrten Ergebnisse sind jedoch weitere experimentelle und
klinische Studien erforderlich, um protektiven oder progressiven Effekten der hier
untersuchten SNPs beziiglich des Myokardinfarkts nachzugehen und weitere diesbezligliche
Assoziationen anderer SNPs dieser Region zu prifen. Die in dieser Studie fur die
Genotypisierung vorgestellte ,TagMan assays“-Methode kann in der Zukunft fir &hnliche

Studien von grofem Nutzen sein.

Auch eine Korrelation der Haplotypen mit anderen sich manifestierenden Krankheiten, wie
rheumatoide Arthritis [53] und Diabetes mellitus Typl [15], die ebenfalls mit dem
Histokompatibilitaitskomplex der Klasse Il Region zusammenhangen, ist zu beriicksichtigen.

Bei diesen Krankheiten spielen genauso wie bei der Atherosklerose inflammatorische
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Prozesse eine grofRe Rolle, es sollten entsprechende Assoziationsstudien durchgefiihrt

werden

5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein méglicher Zusammenhang der drei SNPs des
LTA-Gens in der BAT1-NFKBIL1-LTA-Region auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 mit
dem Myokardinfarkt untersucht. Die Manifestation eines Myokardinfarkts basiert meistens
auf einer chronisch entziindlichen Arteriosklerose. Die BAT1-, NFKBIL1- und LTA- Gene der
genannten Region kodieren fir Entzindungsproteine und kénnten deshalb in der
Arteriosklerose eine Rolle spielen. Ziel dieser Arbeit war es, den genetischen Einfluss der
Polymorphismen, LTA-A, LTA-B und LTA-C, auf den Myokardinfarkt zu untersuchen. Jedoch
wurden auch die SNPs des BAT1- und des NFKBIL1- Gens herangezogen, um eine
Haplotyp- und Diplotypbestimmung in dieser Genregion zu ermdglichen. Diese Daten

wurden fir die vorliegende Arbeit zur Verfligung gestellt.

Die Studienpopulation umfasst 4868 Individuen. Zwei Gruppen wurden zusammengestellt.
die Kontrollgruppe mit hinsichtlich des MI gesunden Individuen und die Patientengruppe, die
einen Ml in der Vergangenheit erlitten hatten oder Symptome fiir akuten Ml zeigten. Bei allen
Individuen wurden im Rahmen der Auswahlkriterien eine Koronarangiographie und weitere

Untersuchungen durchgefuhrt.

Bei 1211 Individuen der Kontrollgruppe und 3657 Individuen der Patientengruppe wurden die
Genotypen der BAT1-NFKBIL1-LTA SNPs durch die TagMan Methode bestimmt. Durch
diese Methode wird eine weitere Verarbeitung der PCR Produkte nach dem Ablauf des
Verfahrens vermieden. Ein anderer Vorteil, den diese Methode bietet, ist eine mdoglichst

schnelle gleichzeitige Analyse mehrerer Proben.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Studie ist, dass die Verteilungen der seltenen Genotypen der
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SNPs des LTA-Gens, LTA-A, LTA-B und LTA-C, in beiden Gruppen, auf eine Assoziation mit
protektivem Effekt hinsichtlich des Myokardinfarkts hingewiesen haben. Das gleiche Resultat
ist auch, gemaf zur Verflgung gestellter Daten, bei den SNPs BAT1-C und NFKBIL1-A zu
beobachten. Bei der Fragestellung nach einer Relation zwischen dem seltenen Allel jedes
SNPs mit dem MI, hat nur das seltene G-Allel des LTA-B SNPs ein signifikantes Ergebnis
und damit seine positive Relation zum Krankheitsbild gezeigt. Bei den seltenen Allelen der

anderen beiden SNPs des LTA-Gens ist keine Signifikanz zu erkennen.

Ebenfalls von Bedeutung sind die Ergebnisse der Haplotypverteilung. Hier umfasst
Haplotypl alle seltenen Allele der fiinf SNPs, BAT1-C, NFKBIL1-A LTA-A, LTA-B und LTA-
C. Diese Ergebnisse zeigen, dass das gleichzeitige Vorkommen aller flnf seltenen Allele mit

einem protektiven Effekt hinsichtlich des Myokardinfarkts assoziiert ist.

Als Schlussfolgerung ergibt sich aus dieser Studie, dass ein protektiver Effekt beztglich dem
Krankheitsbild des Myokardinfarkts sehr wahrscheinlich bei Individuen auftritt, die das
seltene Allel von LTA-B oder eine Kombination der seltenen Allele, wie diese in Haplotypl

vorkommt, besitzen.

Ein Ergebnisvergleich zwischen der untersuchten Bevoilkerungsgruppe aus dem
stiddeutschen Raum mit anderen Populationen zeigte unterschiedliche Genotypverteilungen
und dementsprechende mdgliche Schlussfolgerungen in Hinblick auf die hier untersuchte
Assoziation. Entgegengesetzte Ergebnisse sind zum Beispiel beim Vergleich mit der Studie
von Ozaki et al [57] zu erkennen. Bei der dort untersuchten japanischen Population ist fir
den gleichen seltenen Genotyp des LTA-B SNPs ein erhghtes Risiko hinsichtlich des
Myokardinfarkts zu beobachten. Ebenfalls weist die Kombination der seltenen Allele der
gleichen, oben genannten, finf SNPs auf eine erhéhte Wahrscheinlichkeit an Myokardinfarkt
zu erkranken hin. Mogliche Griinde fiir die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten ethnische

und genetische Besonderheiten sein. Ebenfalls beeinflussen  mdglicherweise
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unterschiedliche Umweltbedingungen und Erndhrung das Myokardinfarktrisiko.

Die Aussagekraft der Resultate der vorliegenden Studie wird durch die GroRe der
untersuchten Population und die rigorosen Kriterien bei der Auswahl der Individuen der
Kontroll- und Patientengruppe gewahrleistet. Zuséatzlich bietet die Anwendung des TagMan-
Verfahrens Vorteile gegenldber anderen Methoden. Zur Bestéatigung der hier aufgefuhrten
Ergebnisse sind jedoch weitere experimentelle und klinische Studien erforderlich, um
protektiven oder progressiven Effekten der hier untersuchten SNPs bezlglich des
Myokardinfarkts nachzugehen und weitere diesbezigliche Assoziationen anderer SNPs

dieser Region zu prifen.
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