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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der heutige Kenntnisstand iber Homocystein

Die Bedeutung der Aminosaure Homocystein (Hcy) als unabhangiger Risikofaktor fur
die Genese atherosklerotischer Gefassveranderungen ist Gegenstand einer
aktuellen wissenschaftlichen Diskussion (11, 61). Hyperhomocysteinamie und
Hyperhomocystinurie werden mit einer Vielzahl von Erkrankungen wie zum Beispiel
koronarer Herzerkrankung (KHE), peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK)
oder zerebrovaskularen Ereignissen in Verbindung gebracht (13, 131, 145).

Zu den Ursachen fur Hyperhomocysteindmie werden u.a. genetische Faktoren
(MTHFR-Gen-Cg77T und A1298C-Polymorphismen), nutritive Faktoren (Folsaure- und
Vitamin Bi-Mangel), eingeschrankte Nierenfunktion, Alter und Geschlecht,
verhaltensassoziierte Faktoren (z.B. Nikotinabusus), verschiedene Krankheitsbilder
(u.a. Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson), Interaktionen von Hcy mit
Medikamenten und endokrine Faktoren gezahlt (siehe Tabelle 1) (29, 83). Die durch
Hcy ausgelosten Pathomechanismen bei der Genese der Atherosklerose sind
vielfaltig: Hcy hat beispielsweise Einfluss auf oxidative Prozesse, auf das
Gerinnungs- und Fibrinolysesystem, auf die Zellsynthese und -proliferation, die
Kollagensynthese sowie auf den Cholesterinstoffwechsel in der Leber (94, 95).
Genetische Polymorphismen, welche fur die am Hcy-Metabolismus beteiligten

Enzyme codieren, werden fur erhohte Hcy-Plasmaspiegel verantwortlich gemacht.

Insbesondere das MTHFR-Gen steht, auf Grund seiner Bedeutung fur die
physiologische MTHFR-Funktion, im Mittelpunkt des Interesses: der MTHFR-Gen-
Ce77T-Polymorphismus (CCg77-, CTg77-, TTer7-Genotypen) war in einigen Studien
assoziiert mit einer verminderten Enzymaktivitat sowie um ca. 25% erhohten Plasma-
Hcy-Werten (12, 15, 44).

Experimentelle Studien haben gezeigt, dass die MTHFR-Cg77T-Variante eine
verminderte Affinitdt zu dem enzymatischen Cofaktor Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) besitzt, verbunden mit einer verminderten Enzymaktivitat (159). Zur
Aufrechterhaltung der Enzymfunktion konnte dem Verlust von FAD durch die Gabe
von Folsaurederivaten entgegengewirkt werden (55). Diese Beobachtung gibt einen
Hinweis darauf, dass Folsaure sowie Vitamin B4, im Metabolismus von Hcy eine

wesentliche Rolle spielen: der Mangel eines dieser Vitamine wird mit erhdhten
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Einleitung

Plasma-Hcy-Konzentrationen in Verbindung gebracht, da die genannten Vitamine als
Cofaktoren fur Hcy-metabolisierende Enzyme fungieren (140).

Der MTHFR-Gen-A+29sC-Polymorphismus fuhrte in wenigen durchgefuhrten Studien
zu signifikant erhdhten Plasma-Hcy-Konzentrationen. Ausserdem zeigte sich in
einigen Studien ein Effekt auf die Hcy-Konzentration bei gleichzeitigem Auftreten der
MTHFR-Cg77T und A129sC-Gen-Polymorphismen (14, 156).

Arbeiten, welche den Zusammenhang zwischen dem MTHFR-Gen-Ce77T-
Polymorphismus und der KHE untersuchten, fuhrten nicht zu einheitlichen
Ergebnissen. Einzelne Studien stellten die Hypothese auf, dass der Cgr7T-
Polymorphismus durch seinen Einfluss auf die Plasma-Hcy-Konzentration eine Rolle
in pathophysiologischen Prozessen der KHE spielt (48, 73). Der TTg77-Genotyp
wurde in manchen Studien als KHE-Risikofaktor beschrieben, wahrend andere
Untersuchungen diese Assoziation nicht feststellten (12, 73).

Fir den MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus liegen ebenfalls unterschiedliche
Studienergebnisse in der internationalen Literatur vor, die entweder fur oder gegen
eine Beteiligung des Polymorphismus an der KHE sprechen (41, 60, 132).

Die einzelnen Arbeiten setzten unterschiedliche Beobachtungsschwerpunkte und
zeigten kein einheitliches Studienprofil (19, 65, 73, 115).

Ein kausaler Zusammenhang zwischen milder Hyperhomocysteinamie und
Atherosklerose konnte bisher nicht ohne begrindeten Zweifel dargestellt werden und
bleibt, aus diesem Grunde, Gegenstand der aktuellen Diskussion (3).

In der vorliegenden Studie wurde evaluiert, ob zwischen dem MTHFR-Gen-Cg77T und
A1298C-Polymorphismus und der Plasma-Hcy-Konzentration sowie dem Auftreten und
dem Schweregrad der KHE innerhalb einer grossen, mit Koronarangiographie

untersuchten Patientenpopulation, ein Zusammenhang besteht.
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1.2 Der Hcy-Stoffwechsel

Hcy ist eine schwefelhaltige, o-aliphatische Aminosaure, die in mehreren
biochemischen Schritten aus der essentiellen Aminosaure Methionin gebildet wird
(siehe dazu Abbildung ). Methionin wiederum wird mit der Nahrung (ca. 2g/Tag)
aufgenommen (158). Hcy ist zu 70-80% an Albumin im Plasma gebunden, in 20-30%
der Falle tritt Hcy in Form von Homocystin- oder Hcy-Cystein-Disulfiden auf. Nur ein
geringer Teil liegt in freier, ungebundener Form vor (130). Hcy ist kein Bestandteil
der Proteinbiosynthese (66).

Methionin wird im Organismus zu S-Adenosyl-Methionin (SAM) abgebaut, welches
einen wichtigen Methylgruppen-Donor im menschlichen Stoffwechsel darstellt. SAM
wird beispielsweise fur die Transmethylierung von DNA, RNA oder einiger
Neurotransmitter bendtigt. Nach Abgabe der Methylgruppe wird unter Beteiligung der
Glycin-Methyltransferase (SAH-Synthase) S-Adenosyl-Hcy (SAH) gebildet. Im
weiteren Verlauf fuhrt die Hydrolyse von SAH schliesslich zur Bildung von Hcy (95).
Das dabei entstehende Nebenprodukt Adenosin wird zu Harnsaure abgebaut (90).
Bei niedriger intrazellularer Konzentration von Hcy und Adenosin wird SAM auf
direktem Wege zu Hcy verstoffwechselt. Die Transmethylierung stellt den einzigen

Stoffwechselweg fir die Hcy-Synthese des Organismus dar (28).

Der Hcy-Abbau, der in der Leber und in der Niere stattfindet (95), unterscheidet zum
einen den Remethylierungsweg, auf welchem Hcy zu Methionin umgewandelt wird,
zum anderen den Transsulfurierungsweg, an dessen Ende das Abbauprodukt
Cystein steht (90). An der Remethylierung von Hcy zu Methionin
(Methylierungszyklus) ist die Methionin-Synthase (MS) beteiligt, die das Vitamin B4
als Cofaktor und 5-Methyltetrahydrofolsaure (5-Methyl-THF) als Methylgruppen-
Donor verwendet. An dieser Stelle findet sich ein VerknUpfungspunkt mit dem
Folsdurezyklus: die mit der Nahrung aufgenommene Folsdure wird zu
Tetrahydrofolsaure umgebaut, welche unter Verwendung von Serin zu
Methylentetrahydrofolsaure generiert wird. Methylentetrahydrofolsaure wird mit Hilfe
des Enzyms MTHFR zu 5-Methyl-THF umgebaut. 5-Methyl-THF steht nun dem
Enzym MS fur die Remethylierung von Hcy zu Methionin zur Verfigung (siehe
Abbildung I).

Dartber hinaus wird Hcy durch das Enzym Betain-Hcy-Methyltransferase in der

Leber zu Methionin umgewandelt. Die dafur notwendige Methylgruppe liefert Betain,
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welches zu N, N-Dimethylglycin umgewandelt wird (112).

Der Transsulfurierungsweg von Hcy zu Cystein lauft innerhalb einer irreversiblen
Reaktion ab. Zunachst wird Hcy zusammen mit Serin von der Cystathionin-3-
Synthase (CBS) zu Cystathionin umgewandelt (90). Dieses Zwischenprodukt wird
von der Cystathionin-y-Lyase (CL) in Cystein und das Nebenprodukt a-Ketobutyrat
umgewandelt. Sowohl die CBS als auch die CL bendtigen das Vitamin Bg als
Cofaktor. Cystein wird entweder in Glutathion eingebaut oder zu Sulfat utilisiert und
mit dem Urin ausgeschieden. Weitere Nebenprodukte sind Pyruvat und Taurin (siehe
Abbildung 1) (95, 112).

Unter physiologischen Stoffwechselbedingungen besteht ein striktes Gleichgewicht
zwischen Bildung und Eliminierung von Hcy. Ublicherweise werden (iber 50% zu
Methionin regeneriert, bei erhdhter Proteinaufnahme Uber die Nahrung steigt der
uber den Transsulfurierungsweg metabolisierte Anteil von Hcy an. Wird jedoch ein
grosserer Teil Hey gebildet als verstoffwechselt werden kann, beginnt die Zelle Hcy
auszuscheiden. Daraus resultiert ein erhdhter Hcy-Spiegel in Plasma/Serum und
Urin (106).

Homocystein-Metabolismus
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Abbildung |: Hcy-Metabolismus (75)
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1.3 Ursachen fir erhéhte Hcy-Spiegel und Hyperhomocysteinamie
1.3.1 Definition der Hyperhomocysteinamie

Der Referenzbereich fur Plasma-Hcy wird international fir Werte zwischen 5-15
pmol/l angegeben (39). Die Klassifikation der Hyperhomocysteindmie unterscheidet
eine milde Form mit Hcy-Konzentrationen zwischen >15-30 ymol/l, eine intermediare
Form zwischen >30-100 ymol/l und eine schwere Form mit Hcy-Werten >100 umol/I
(157).

Folgende Ursachen werden fur erhohte Hcy-Spiegel geltend gemacht:

1.3.2 Genetische Faktoren

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass genetische Defekte im Hcy-Metabolismus
zu Hyperhomocysteinamie fihren (12, 15, 44). Dabei beobachtete man im
Wesentlichen Defekte bei der Remethylierung von Hcy zu Methionin durch
Polymorphismen der MTHFR und bei der Transsulfurierung von Hcy zu Cystein
durch die CBS (28).

Das Enzym MTHFR katalysiert die Reduktion von 5,10-Methylen-THF zu 5-Methyl-
THF. Das MTHFR-Gen ist auf Chromosom 1p36.3 positioniert. Insgesamt konnten
bisher zehn Mutationen des MTHFR-Gen durch Analyse von isolierter cDNA
identifiziert werden (50, 159). Fur die Ausbildung von Hyperhomocysteinamie werden
bestimmte MTHFR-Gen-Polymorphismen verantwortlich gemacht: durch eine Cg77T-
Transition kommt es zur Ausbildung einer thermolabilen Variante (TTs77-Genotyp)
der MTHFR (72). Diese Variante besitzt weniger als die Halfte der normalen MTHFR-
Aktivitat, dadurch steigt das Risiko einer Hyperhomocysteinamie an (47). Diese
autosomal-rezessiv vererbte Mutation fiihrt dazu, dass an Position 222 des MTHFR-
Polypeptids die Aminosaure Alanin anstatt Valin eingebaut wird (71).

Der TTes77-Genotyp variiert in seiner Haufigkeit innerhalb verschiedener untersuchter
Bevolkerungsgruppen (0-16%) und ist mit erhdhten Homocysteinwerten assoziiert
(29, 121). Die mutante MTHFR-Form unterscheidet sich von der intakten MTHFR
durch die Inaktivierung bei Temperaturen um 46°C. Bei heterozygoten
Merkmalstragern des MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus konnte bisher keine
Hyperhomocysteinamie beobachtet werden, diese lag nur bei Tragern des TTer7-
Genotyps vor (16, 37).

Der MTHFR-A1298C-Polymorphismus wird ebenfalls im Zusammenhang mit
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Hyperhomocysteindmie diskutiert. Die Substitution der Aminosaure Alanin durch
Glutamat auf Position 1298 fuhrte zu einer verminderten MTHFR-Aktivitat (1). Eine
signifikante Assoziation des MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus mit
Hyperhomocysteindmie wurde in einigen Studien nachgewiesen (13, 156).
Ausserdem wurden Genotypkombinationen der MTHFR-Cg77T und  A4298C-
Polymorphismen hinsichtlich erhohter Hcy-Konzentration untersucht: eine Studie an
Hamodialyse-Patienten beobachtete signifikant erhohte Hcy-Werte (37,7 £ 12,0
pmol/l) bei Patienten mit der Genotypkombination CCg77/CCi29 (63). Die
Kombinationen der MTHFR-Genotypen TTg77/AA1208 und CTer7/AC120s Waren bei
Patienten mit Hamodialyse, Peritonealdialyse bzw. Nierentransplantation signifikant
mit Hyperhomocysteinamie (>15 pmol/l) assoziiert (34, 35).

Eine weitere mogliche Ursache fur Hyperhomocysteinamie (die zur Ausbildung einer
Hyperhomocystinurie fihren kann) ist ein genetischer Defekt innerhalb der
Transsulfurierungsreaktion von Hcy zu Cystein. Das defekte Enzym CBS, dessen
Punktmutation mit einer Haufigkeit von 1:20 000-1:200 000 auftritt, zeigte eine
verminderte Substrat-Affinitat zu Hcy. Heterozygote Merkmalstrager des autosomal-
rezessiven Erbgangs entwickelten eine um ca. 50% verminderte CBS-Aktivitat (74).
Patienten mit einer frihzeitig auftretenden vaskularen Erkrankung waren zu 30-40%
heterozygot fur diese CBS-Mutation (138).

1.3.3 Nutritive Faktoren

Zahlreiche Studien lieferten den Nachweis fir die Wichtigkeit der B-Vitamine
innerhalb des Hcy-Metabolismus (127). Die therapeutische Gabe von Folsaure
(singulér) und Kombinationen aus Vitamin B, Bs und B4, reduzierten die Hcy-Werte
von Patienten mit normaler und erhdhter Plasma-Hcy-Konzentration (140, 152, 155).
Eine Metaanalyse aus zwolf randomisierten Versuchsreihen ergab, dass eine
Folsaure-Substitution zwischen 500-5000 pg/Tag Uber den Zeitraum von 6-8 Wochen
die Hcy-Konzentration um 25% (3,0 pmol/l) senkte. Der Hcy-Spiegel vor
Behandlungsbeginn lag im Durchschnitt bei 12,0 yumol/l, nach Behandlungsende bei
9,0 ymol/l (18). Durch gezielte Vitamin Bi.-Substitution von 500 pg/Tag wurde
innerhalb derselben Studie eine Reduzierung von rund 7% des Hcy-Spiegels erreicht
(18).

Studien mit Mensch und Tier zeigten, dass ein diatetisch begrindeter Mangel an
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Folsaure oder Cobalamin einen Anstieg zuvor im Referenzbereich liegender Hcy-

Werte (5-15 umol/l) auf moderate bis intermediare Werte zur Folge hatte (28, 55).

1.3.4 Weitere Faktoren, die zu einer Erhdhung des Hcy-Spiegels fuhren kénnen:

Die Nierenfunktion stellt eine wichtige Determinante fir die Plasma-Hcy-
Konzentration dar (32, 40). Erhohte Hcy-Werte waren invers Kkorreliert mit der
Nierenfunktion, insbesondere im Rahmen einer verminderten glomerularen
Filtrationsrate (GFR) (38, 125).

Chronische Niereninsuffizienz (CNI) zeigte eine Assoziation mit erhdhter Morbiditat
und Mortalitat flr kardiovaskulare Erkrankung. Diese Assoziation konnte nur
unzureichend durch die Wirkung anderer kardiovaskularer Risikofaktoren erklart
werden (40, 59). Hyperhomocysteinamie wird als unabhangiger Risikofaktor bei
Nierenerkrankungen im Endstadium diskutiert. Die Hcy-Werte waren bei diesen
Patienten teilweise um das Dreifache des Normwertes erhoht (9, 146).

Die Plasma-Hcy-Werte stiegen mit zunehmendem Alter tendenziell an (4, 94). Bei
Frauen wurde ein Anstieg der Hcy-Spiegel nach der Menopause verbunden mit
erhdhtem KHE-Erkrankungsrisiko festgestellt (2, 115). Das Geschlecht (Frauen und
Manner) wurde hinsichtlich der Hyperhomocysteinamie berlcksichtigt, da gesunde
Manner im Vergleich zu gleichaltrigen gesunden Frauen einen um 21% hoheren Hcy-
Wert aufwiesen (79, 86).

Eine positive Korrelation wurde zwischen Rauchen und erhéhtem Plasma-Hcy
nachgewiesen (108, 129); ein zwodlffach erhdhtes KHE-Erkrankungsrisiko war die
Folge der Kombination dieser beiden Faktoren (129). Exzessiver Alkohol- und
Kaffeegenuss (>600 ml/Tag) sowie bewegungsarme Lebensweise wurden
darUberhinaus im Zusammenhang mit erhdhten Hcy-Werten diskutiert (22, 54, 66,
128). Erhdhte Plasma-Hcy-Konzentrationen waren ausserdem in Verbindung mit
verschiedenen Krankheitsbildern (6, 20, 37, 114), Arzneimitteln (23) sowie

endokrinen Faktoren (102) nachweisbar (siehe Tabelle I).

14



Einleitung

Tabelle I: Zusammenfassung der Einflussfaktoren auf die Plasma-Hcy-Konzentration (27)

A Genetische Faktoren:

- MTHFR-Defekt | (Cg77T-und A129sC-Polymorphismus)

- MTHFR-Defekt II: Kombinationsgenotypen (CCe77/CC129s. CTo77/AA 1208, T Te77/AA1298)
- CBS- und MS-Defekt

B Nutritive Faktoren:

- Folsdure-Mangel

- Vitamin Bg und B4,-Mangel

C Mit Hyperhomocysteinamie assoziierte Krankheitsbilder (u.a.):
- KHE
- PAVK, Atherothrombose, Thrombembolie

- Psoriasis

- Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer

D Verminderte Nierenfunktion (GFR|)

E Alter und Geschlecht ()

F Verhaltensassoziierte Faktoren:

- Nikotinabusus
- Vitamin-Mangelerndhrung
- Alkohol- und Kaffeekonsum (>600 ml/Tag)

- Bewegungsarme Lebensweise

G Interaktion mit Medikamenten:

- Antiepileptika: Phenytoin, Carbamazepin

- Folsaure- und Vitamin Bg-Antagonisten: Methotrexat, Sulfasalazin, Trimethoprim
- Disticksttoff

- Lipidsenker: Statine, Niacin, Fibrate, Cholestyramin

- L-Dopa

- Zytostatika: 6-Mercaptopurin

H Endokrine Faktoren:

- Estrogen |, Testosteron 1
- Insulin |

- Schilddriisenhormone T3 1 und T4 1
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1.4 Pathomechanismen: Hcy-Wirkung auf den Organismus

Die "Hcy-Theorie der Atherosklerose" basiert auf einer Reihe von Studien, die
potenzielle Mechanismen fur die Hcy-induzierte Atherogenese untersuchten (92, 93).
Zu den moglichen Pathomechanismen erhohter Plasma-Hcy-Werte tragen die
folgenden Komponenten bei (siehe Abbildung Il) (37, 46, 153):

1. Endothelschaden und endotheliale Dysfunktion

2. Plattchenaktivierung

3. Glatte Muskelzellproliferation

4. Oxidative Modifikation von low-density-Lipoproteinen (LDL)

5. Endothel-Leukozyten-Interaktion

1.4.1 Endothelscha&den und endotheliale Dysfunktion

Die "response to injury"-Hypothese geht davon aus, dass durch Infektionen,
Entzindungen, Ischamie, Trauma oder Medikamente (u.a.) hervorgerufene
Endothelschaden und endotheliale Dysfunktion am Beginn der Atherogenese stehen
(46, 118, 119). Aufgrund dessen sind die Fahigkeiten des Endothels, die vaskulare
Hamostase und die Gewebeperfusion aufrechtzuerhalten, beeintrachtigt. Es
resultieren  hieraus Plattchen- und Leukozyten-Adhasion, Vasospasmen,
Lipidanreicherungen, Atherombildung, glatte Muskelzellproliferation,
Sklerosierung/Verkalkung der Gefasswand und ein erhéhtes Thromboserisiko (118,
131).

a) Endothelschadigung durch Hcy

Eine Studie mit humanen Umbilicalvenen-Endothelzellen (HUVEC) konnte eine
dosisabhangige (1-10 mmol/l) Schadigung des Endothels durch Hcy nachweisen
(153). Ebenso zeigte sich eine Schadigung bei bovinen Endothelzellen der Aorta
nach Exposition der Endothelzellen mit 0,5 mmol/l Hcy bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Kupfer (13). Dies scheint auf den Effekt von "oxidativem Stress"
zuruckzuflihren zu sein: bei der durch Kupfer katalysierten Autooxidation von Hcy
entsteht Wasserstoffperoxid, welches toxische Wirkung auf die Endothelzellen hat (8,
153). Neben Wasserstoffperoxid sind Superoxid-Anionen an der Endothelschadigung

durch oxidativen Stress beteiligt (90).
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Zusatzlich wurden bei mit Hcy inkubierten Endothelzellen vermehrt DNA-
Strangbriiche und verminderte NAD*-Konzentrationen beobachtet (10). Neben dem
gesteigerten DNA-Abbau zeigte sich eine Verminderung der DNA-Synthese in
HUVEC. Diese Auswirkungen von Hcy auf die DNA reduzieren nicht nur die
Regenerationsfahigkeit des Endothels, sondern vermindern auch die Synthese der
Enzyme, die an der Verstoffwechselung von Hcy auf dem Remethylierungs- sowie
Transsulfurierungsweg beteiligt sind (135).

b) Endotheliale Dysfunktion (ausgeldst durch Hcy)

Stickstoffmonoxid (NO):

Stickstoffmonoxid reguliert den Gefasstonus, inhibiert die Plattchenaktivierung, die
Plattchenadhasion und -aggregation, limitiert die glatte Muskelzellproliferation und
moduliert die Endothel-Leukozyten-Interaktion (85, 90).

Patienten mit moderater Hyperhomocysteinamie sowie Homocystinurie zeigten eine
signifikant beeintrachtigte endothelabhangige Vasodilatation im Vergleich zur
Kontrollgruppe (133). In vitro und in vivo Studien fuhrten zu der Annahme, dass Hcy
die Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid vermindert, indem es dessen oxidativen
Abbau fordert und die Synthese durch das Endothel vermindert (126, 135).
Antioxidativ wirksame Vitamine und Folsaure in therapeutischer Dosierung konnten
die Hcy-induzierte endotheliale Dysfunktion vermindern, mdglicherweise durch

Modulation des oxidativen Metabolismus (135).

Gluthation Peroxidase:

Die Gluthation Peroxidase zahlt innerhalb der Endothelzellen zu den
Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress: das Enzym katalysiert die
Reduktionsreaktion von Wasserstoffperoxid zu dessen korrespondierendem Alkohol;
darUberhinaus wirkt es der oxidativen Inaktivierung von Stickstoffmonoxid entgegen
(84, 143). Hcy-Konzentrationen von 0,25 mmol/l inaktivierten die Gluthation
Peroxidase in bovinen Endothelzellen der Aorta um 81%, gleichzeitig wurde eine

Verminderung der mRNA-Konzentration von Gluthation Peroxidase beobachtet.

Hamostase:
Hcy beeinflust das Gleichgewicht pro- und antikoagulativer Mechanismen innerhalb

der vaskularen Hamostase und ist damit sowohl direkt als auch indirekt an der
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Thrombogenese beteiligt (135).

Hcy besitzt prokoagulative Wirkung, indem es schon in geringen Konzentrationen
(0,5 mmol/l) die Aktivitat von Faktor V fordert und an der gesteigerten Transkription
und Aktivierung des thrombogen wirksamen "tissue factor" (TF) beteiligt ist (45, 117).
Hcy vermindert die Konzentration von aktiviertem Protein C durch kompetetive
Hemmung der Umwandlung von Thrombin zu Thrombomodulin (116) sowie durch
seine direkte und irreversible Wirkung auf Thrombomodulin und Protein C (62, 78,
116). Hcy wird fur die verminderte Expression von antikoagulativ wirksamen
"heparin-like-Glykosaminoglycan" (103), verminderte Antithrombin-Konzentration
(111), Deaktivierung des Gewebe-Plasminogen-Aktivators (57, 58, 90) und flr
vermehrte Plattchenaktivierung (26) verantwortlich gemacht.

1.4.2 Direkte Wirkung von Hcy auf Blutplattchen

Die Wirkung von Hcy auf die Platichenkinetik und -funktion ist umstritten (135),
jedoch konnten einige Studien einen gesteigerten Umsatz von Blutplatichen bei
homocystinurischen Patienten nachweisen (61, 101). Obwohl eine erhohte
Plattchenadhasion bei Homocystinurie festgestellt wurde (91), gibt es keinen
Nachweis fur einen direkten in vitro Effekt von Hcy auf die Plattchenadhasion oder -
aggregation (142). Plasma-Hcy-Konzentrationen uber 1,0 mmol/l liessen eine
gesteigerte Produktion des vasokonstriktorisch und thrombogen wirksamen Agenz
Thromboxan erkennen (26, 51, 154).

1.4.3 Glatte Muskelzell-Proliferation

Eine wesentliche Komponente der Atherosklerose stellt die Proliferation glatter
Muskelzellen in der Gefassintima mit nachfolgender Bildung extrazellularer
Kollagenmatrix dar (118, 119). Diskutiert wird, dass dieser Prozess primar durch Hcy
gefordert wird bzw. sekundar durch den mitogenen Effekt endothelialer
Wachstumsfaktoren sowie des "platelet derived growth factor" entsteht. Diese
Mediatoren werden bei Hcy-induzierten Gefassschaden freigesetzt (135). Tsai et al.
demonstrierten, dass bereits geringe Konzentrationen von Hcy (5,0 umol/l) die DNA-

Synthese glatter Muskelzellen mit nachfolgender Proliferation anregten (139).
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1.4.4 Endothel-Leukozyten-Interaktion

Die Adhasion von Leukozyten an das Gefassendothel stellt einen wichtigen Teil des
Entzindungsprozesses der Atherogenese dar (119).

Eine vermehrte Adhasion und transendotheliale Migration von neutrophilen
Granulozyten wurde in einem in vitro Experiment mit HUVEC, die mit Hcy-
Konzentrationen von 0,05 mmol/l vorbehandelt waren, nachgewiesen (27). Der
Mechanismus der Hcy-induzierten Endothel-Leukozyten-Interaktion schliesst den
"Neutrophile-docking-Protein-Komplex" CD 11b/CD18 wund die endotheliale
Expression von "monocyte chemoattractant protein-1" ein (27, 113).

Damit stimuliert Hcy die Anlagerung von Monozyten, aufgrund chemotaktischer
Reize kommt es zu einer weiteren Zunahme der Leukozyten-Migration.

Ausserdem wird Hcy eine oxidative Modifikation von LDL zugesprochen, welches als

wichtiger Mediator in der Genese der Cholesterin-induzierten Arteriosklerose gilt

(114),

Oxidant stress =:
— Free radicals
— Inhibition of gluthatione peroxidase

-

-

* Smooth muscle cell
proliferation =

*Vasokonstriction =

» Leukocyte and platelet
adhesio and activation =

Endothelial injury = Nitric Oxide Bioavailability = I‘

\T_F)n Antithrombin [11= w tPA->|

Haemostatic
Mechanisms

Thrombogenesis =

’Factor V‘ ’Factor Va ‘

Abbildung lI: Potenzielle Pathomechanismen von Hcy (TF = "tissue factor",

tPA = "tissue plasminogen activator") (57)
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1.5. Folsaure sowie Vitamin B, und ihre Bedeutung im Hcy-

Stoffwechsel

1.5.1 Folsaure

Die Folsaure ist bei der Remethylierung von Hcy zu Methionin als
Methylgruppendonor beteiligt (90). Der Bedarf an Folsaure betragt 200-400 pg/Tag.
Sie ist enthalten insbesondere in Milch und Gemuse (100).

Folsaure wird im Darm an Rezeptoren gebunden und via Endozytose in die
Darmepithelzellen aufgenommen (64). Der Transport zur Leber erfolgt als Ns-Methyl-
Folsdure an Albumin gebunden, dort erfolgt die Aufnahme erneut auf
endozytotischem Wege (53). Die Leber ist in der Lage, einen Vorrat an Folsaure fur
ungefahr vier Monate zu speichern (64).

In den vergangenen Jahren erkannte man die Wichtigkeit der Folsaure bei der
Pravention der Atherosklerose, Neuralrohrdefekten bei Neugeborenen sowie bei
Krebserkrankungen (64, 67, 109). Weiterhin ist bekannt, dass ein Mangel an fluider
Folsaure einen Defekt der DNA-Synthese hervorruft, der zu megaloblastarer Anamie
fuhrt (149).

In einigen Studien wurde der Folsdure fur den Hcy-Stoffwechsel entscheidende
Bedeutung zugesprochen: die PACIFIC-Studie aus Australien und Neuseeland wies
nach, dass die tagliche Gabe von 2,0 mg Folsaure an eine Patientengruppe mit
instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt das KHE-Risiko im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant verminderte (109). Eine hdohere Folsaure-Dosierung (2,0
mg/Tag vs. 0,2 mg/Tag) fuhrte in der Studie zu einem ausgepragteren Hcy-
senkenden-Effekt (Hcy-Senkung um 1,8 pymol/l vs. 1,2 ymol/l) (109).

Venn et al. konnten in einer randomisierten Doppel-Blind-Studie nachweisen, dass
die tagliche Gabe von 100 ug Folsaure bereits ausreichte, um erhohte Hcy-Werte
innerhalb des Referenzbereiches (5-15 pmol/l) therapeutisch einzustellen, verbunden
mit einer Senkung des Hcy-Spiegels um 16% (148).

Folsdure hatte Einfluss auf die Hohe der Hcy-Konzentration bei Vorliegen der
thermolabilen MTHFR-Variante (TTs77-Genotyp): Trager des TTesr7-Genotyps hatten
trotz einer um 50% verminderten MTHFR-Enzymaktivitat Hcy-Werte im
Referenzbereich, Voraussetzung dafir war eine hohere externe Folsdurezufuhr als

bei CTe77-Genotyptragern (28).
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Einige Studien demonstrierten eine Assoziation zwischen Folsaure und
kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat (90, 134). Als Folge Hcy-senkender
Therapie mit Folsaure stellte sich eine Reduzierung des Intima-Media-
Durchmessers, der Steifigkeit der Gefasswand und der antikoagulativen Aktivitat ein
(90).

Ausserdem wurde von praventiven Auswirkungen der Folsaure auf das KHE-Risiko
unabhangig von der Hcy-senkenden Wirkung berichtet: als mogliche Mechanismen
wurden eine antioxidative Wirkung der Folsaure, Effekte auf die Verfugbarkeit der
Cofaktoren oder direkte Interaktionen mit dem Enzym Endotheliale-NO-Synthetase
diskutiert (149).

1.5.2 Vitamin B>

Das Vitamin B4, dient im Hcy-Stoffwechsel als Cofaktor fir die Methionin-Synthase,
welche Hcy zu Methionin remethyliert (90). Der Bedarf an Vitamin B4, betragt 10-20
pg/Tag (25). Die Darmflora des Dickdarms synthetisiert das Vitamin, das in diesem
Darmabschnitt  nicht resorbiert werden kann. Die Parietalzellen der
Magenschleimhaut produzieren den Intrinsic Faktor, welcher im Duodenum das
Vitamin B4z bindet und einen Komplex aus Intrinsic Faktor und Vitamin Bq, bildet.
Dieser Komplex wird im Dunndarm an Rezeptoren gebunden und das Vitamin in
Darmepithelzellen aufgenommen. Vitamin B4, wird dann an Transcobalamin Il im
Blut abgegeben, zur Leber transportiert und dort per Endozytose aufgenommen.
In der Leber wird Vitamin B4, grosstenteils an Transcobalamin | angelagert und uber
mehrere Monate gespeichert oder an periphere Gewebe weitergegeben (115).

Als Vitamin Bq,-reiche Nahrungsquellen gelten besonders Fleisch und Innereien (56).
Im Hinblick auf den Hcy-Stoffwechsel scheint dem Vitamin B4, eine wichtige Rolle
zuzukommen: Moriyama et al. berichteten, dass TTs77-Genotyp-Trager mit erhéhten
Hcy-Spiegeln durch diatetische Gabe von Vitamin B4, ebenso gut eingestellt werden
konnten wie mit Folsaure (99).

Unter Vitamin Bix-Therapie wurde eine Normalisierung der Hcy-Werte bei nahezu
70% der Patienten mit intermediarer oder schwerer Hyperhomocysteinamie

beobachtet, die zuvor einen Vitamin B12-Mangel aufwiesen (81).
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2 Fragestellung

Hyperhomocysteinamie (>15 ymol/l) wird in einigen Studien als Risikofaktor fir KHE
beschrieben. Die MTHFR-Gen-Ce77T und Aj29sC-Polymorphismen gelten (u.a.) als
Determinanten der Hcy-Konzentration. Die Frage, ob die MTHFR-Gen-
Polymorphismen als Risikofaktoren an der Entstehung der KHE beteiligt sind, wird
momentan in der internationalen Literatur diskrepant diskutiert.

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss der MTHFR-Gen-Cg77T und A4295C-
Polymorphismen auf die Hcy-Konzentration sowie auf das Auftreten der KHE und
den Schweregrad der KHE zu untersuchen. Gegenstand der Studie war daruber
hinaus die Frage, ob eine Korrelation der Plasma-Konzentrationen von Hcy, Folsaure
und Vitamin Bq2 mit dem Auftreten der KHE und dem Schweregrad der KHE besteht.
Mit Hilfe der Multivarianz-Analyse wurde uberpruft, welche Faktoren zu den
voneinander unabhangigen Einflussgrossen der Plasma-Hcy-Konzentration bzw. der

KHE zu zahlen sind.

Aufgrund der weltweit verdffentlichten unterschiedlichen Studienergebnisse
bezuglich der Assoziation zwischen den MTHFR-Gen-Cg77T und Ajq298C-
Polymorphismen und KHE hatte diese Untersuchung das Ziel, anhand einer eigenen,
umfassenden, vorwiegend aus Mitteleuropa stammenden Studienpopulation,
reprasentative Ergebnisse zu erhalten.

Die geringe Anzahl publizierter Studien fur den MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus
sowie fur die Kombination der Genotypen der beiden MTHFR-Polymorphismen war
der Grund daflir, dass die Studienpopulation hinsichtlich eines Zusammenhanges
dieser Polymorphismen mit der Hcy-Konzentration sowie dem KHE-Risiko untersucht
wurde. Die vorliegende Studie war unseres Wissens die erste, die eine Assoziation
des MTHFR-Gen-A1293C-Polymorphismus und der Genotypkombinationen mit dem
Schwergrad der KHE evaluierte.

Die Frage, ob Hyperhomocysteinamie ein Risikofaktor fir KHE ist, wurde seit langer
Zeit kontrovers diskutiert und noch nicht abschliessend beantwortet. Weltweit
durchgefuhrte Studien verwendeten voneinander differierende Studienkonzepte (z.B.
fehlende Folsaure-Bestimmung), kamen zu widersprichlichen Resultaten und
konnten einen kausalen Zusammenhang bisher nicht ohne begrindeten Zweifel

nachweisen.
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Die Ergebnisse dieser Studie stlitzten sich auf eine grosse (2738 Personen),
vollstandig koronarangiographisch untersuchte Patientenpopulation, welche die fur
die Interaktion mit Hcy wichtige Bestimmung der Folsaure- und Vitamin Biq,-
Konzentrationen berlcksichtigte.

Im Rahmen einer fur Mitteleuropa reprasentativen Fall-Kontroll-Studie wurden in der
Klinik des Deutschen Herzzentrums Munchen und der |. Medizinischen Klinik des
Klinikums rechts der Isar Uber einen Zeitraum von drei Jahren serologische
Laboranalysen durchgefuhrt.

In der Patientengruppe befanden sich 2121 Patienten mit angiographisch gesicherter
KHE, welche als Erkrankung von mindestens einem Koronargefass (Stenosegrad
>50%) definiert war. Der Kontrollgruppe gehorten 617 Patienten mit keiner
Koronararterienstenose oder Stenosegrad < 10% an.

Die Genotypbestimmung wurde anhand von genomischer DNA, die aus Leukozyten
des peripheren Blutes gewonnen war, in der Klinik fir Herz- und
Kreislauferkrankungen des Deutschen Herzzentrum Munchen durchgefuhrt. Mit Hilfe
des TagMan-Verfahrens wurde der Genotyp bestimmt. Die Entnahme von Blut fur
serologische Analysen erfolgte unter standardisierten Bedingungen (am liegenden
Patienten unmittelbar vor der Herzkatheteruntersuchung). Die Blutproben wurden im
Anschluss an die Entnahme im Institut fur Laboratoriumsmedizin des Deutschen
Herzzentrum Munchen analysiert. In der Studienpopulation wurden die
konventionellen  Arteriosklerose-Risikofaktoren  Alter, arterieller Hypertonus,
Hypercholesterinamie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus bestimmt.

Im Bezug auf die MTHFR-Polymorphismen generierte diese Studie die Hypothese flr
den Zusammenhang mit KHE, eine Aussage flur die prognostische Wertigkeit der
Studienergebnisse ist zum momentanen Zeitpunkt nicht moglich.

Diese Studie erwartete im Hinblick auf die klinische Relevanz der
Hyperhomocysteinamie aussagekraftige Ergebnisse, die im weitesten Sinne eine
anamnestische und diagnostische Konsequenz im Zusammenhang mit KHE haben

sollten.
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3 Methoden

3.1 Studienpopulation

Im Zeitraum zwischen August 1999 bis September 2002 wurde eine 2738 Personen
umfassende Studienpopulation (davon 1831 Manner und 907 Frauen) aufgrund des
Verdachts der KHE von Kardiologen der Klinik des Deutschen Herzzentrum
Manchen und der 1. Medizinischen Klinik des Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat (TU) Minchen koronarangiographisch untersucht. Alle an
der Studie teilnehmenden Patienten gaben nach schriftlicher Aufklarung Uber die
durchzufihrende Intervention und die Genotyp-Bestimmung ihr Einverstandnis fur
die Untersuchung.

Das Studienprotokoll erhielt die Zustimmung der Ethikkommission der TU Munchen.
Ausschlusskriterien flr die Studie waren akuter Myokardinfarkt oder Schlaganfall
innerhalb der letzten drei Monate vor Aufnahme in die Studie. Die Patientengruppe
umfasste 2121 Personen mit angiographisch nachweisbarer KHE.

KHE war definiert als >50% Stenose in mindestens einem der drei grossen
Koronargefasse oder Koronaraste. Zur Kontrollgruppe wurden 617 Personen gezahlt,
deren Koronargefasse keine Stenose oder eine Verengung von <10% aufwiesen.
Die Koronarangiographie wurde entsprechend der Standardkriterien durchgeflihrt.
Im Herzkatheterlabor wurden die digitalen Angiogramme off-line mittels eines
automatisierten "edge-Bestimmungssystems" (CMS, Medis Medical Imaging
Systems, Nuenen, Niederlande) von zwei unabhangigen und erfahrenen Arzten
beurteilt.

3.2 Definition der traditionellen Risikofaktoren/ Messmethoden

a) Definitionen:

"Arterieller Hypertonus" wurde bei aktiver Therapie mit antihypertensiv wirksamen
Medikamenten oder bei mindestens zweifacher Messung des systolischen Bludruck
von >160 mmHg und/oder diastolischem Blutdruck >90 mmHg definiert.
Cholesterinwerte >240 mg/dl waren definiert als "Hypercholesterinamie". Aktueller
Genuss von Tabakprodukten fiel unter die Definition "Nikotinabusus". Die Definition

"Diabetes mellitus" traf auf Patienten zu, die eine Therapie mit Insulin oder oralen
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Antidiabetika durchfihrten. Auch Patienten, die lediglich einer diatetischen
Behandlung unterlagen, wurden gemass der WHO-Kriterien zur Gruppe der
Diabetiker gezahlt, sofern pathologische Nuchternblutzuckerwerte oder ein auffalliger

Glucosetoleranztest festgestellt wurden.

b) Messmethoden:

“Lipoprotein (a)" (Lp(a)) wurde quantitativ mit Hilfe des Immuno-Latex verstarkten
Immunoassay (Behring Diagnostics GmbH, Marburg, Germany) bestimmt: durch die
Reaktion eines an Latexpartikel adsorbierten Lp(a)-Antikorpers mit in der Probe
enthaltenem Lp(a) entstehen hochmolekulare Immunkomplexe. Die hierbei
auftretende Tribung des Probeninhaltes kann photometrisch bestimmt werden.

Die "Serum-Kreatinin"-Bestimmung erfolgte mittels des Verfahrens "Creatinine Jaffé".
Das Testprinzip beruht auf der Reaktion von Kreatinin mit Pikrinsaure in alkalischer
Lésung und der daraus resultierenden Bildung eines gelb-roten Adduktes. Die
Bildungsgeschwindigkeit des Farbstoffes ist direkt proportional zu der
Kreatininkonzentration in der Probe. Sie wird durch Messung der

Extinktionszunahme bestimmt.

3.3 Blutentnahme und Blutproben

Die Blutentnahme erfolgte am liegenden Patienten unmittelbar vor Beginn der
Herzkatheter-Untersuchung. Als Entnahmeorte diente Ublicherweise die Arteria
femoralis, in Ausnahmefallen die Arteria brachialis.

Die Blutproben wurden in heparinisierten Rohrchen gesammelt und zur Analyse in
das |Institut fUr Laboratoriumsmedizin des Deutschen Herzzentrum Mdinchen
befordert.

Im Labor wurden die Proben unverzuglich mit 1550xg fur zehn Minuten zentrifugiert.
Die separierten Plasmaproben wurden bei einer Temperatur von +4°C aufbewahrt
und innerhalb von drei Tagen analysiert.

Alle Messungen wurden vom Laborpersonal durchgefihrt - es lagen dem
Analysierenden weder Informationen Uber die Resultate der Koronarangiographie

noch Uber die Bestimmung des Genotyp-Pofiles vor.
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3.3.1 Bestimmung von Hcy

Zur Messung der Hcy-Konzentration im Blutplasma wurde das AxSYM®System
(Abbot Laboratories, Abbot Park, IL, USA) verwendet. Die Plasma-Hcy-Konzentration
wurde mit einem automatisierten Fluoreszenz-Polarisationsimmunoassay (FPIA)
bestimmt. Dabei wird Homocystin reduziert, proteingebundenes Hcy und gemischte
Disulfidformen durch Dithiothreitol (DTT) zu freiem Hcy umgewandelt (124). Das freie
Hcy wird anschliessend enzymatisch durch die S-Adenosyl-L-Hcy-Hydrolase in SAH
umgewandelt. SAH oder ein Fluoreszein-markiertes Analog von SAH (Tracer) wird
durch einen monoklonalen Antikdrper erkannt und gebunden. Am Antikdrper
gebundener Tracer kann die Polarisation des Fluoreszenzstrahles beeinflussen, und
zwar umso starker, je mehr Tracermolekile am Antikérper fixiert sind. Dies ist
abhangig von der Hcy-Konzentration in der Probe: je hoher die Hcy-Konzentration,

desto schwacher das Messsignal.

Die analytische Sensitivitat des Assays liegt bei <0,8 umol/l (Sensitivitat ist definiert
als diejenige Konzentration, die zwei Standardabweichungen Uber dem Mittelwert
des AXxSYM Hcy-Null-Kalibrators liegt).

Der obere Grenzwert des Messbereichs liegt bei 50 pmol/l Hcy in nativen Proben.
Die Prazision der Analyse wurde gemass dem Protokoll EP5-T2 des "National
Committee for Clinical Laboratory Standards" (NCCLS) mit Hilfe von Kontrollproben
im niedrigsten, mittleren und hdchsten Bereich bestimmt. Der Variationskoeffizient
dieser Messungen betragt 4,88% bei 7,7 uymol/l, 4,48% bei 13,8 umol/l und 2,00% bei
27,3 umol/l.

Eine mogliche Interferenz von Billirubin, Triglyzeriden, Gesamteiweiss, Hamoglobin

und Erythrozyten liegt bei <10%.

3.3.2 Bestimmung von Folsdure

Die Folsaure-Werte im Blutplasma wurden mit dem AxSYM®System (Abbot
Laboratories, Abbot Park, IL, USA) bestimmt. Zur Ermittlung der Folsaure-
Konzentration wurde ein lonenbindungsverfahren verwendet: eine Fiberglasmatrix
wird durch Zugabe einer quartaren Ammoniumverbindung positiv geladen und fangt
die wahrend des Testablaufs gebildeten negativen Komplexe aus dem Analyten

Folsaure und Polyanion ein. Verwendet wird ein Folsaurebindungsprotein (FBP), das
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an monoklonale Antikorper gebunden ist. Diese Antikorper sind kovalent an
Carboxymethylamylose, ein Polyanion, gekoppelt. Nicht mit Folsdure besetzte FBP-
Bindungsstellen binden ein Konjugat aus Pteroinsdure und Alkalischer Phosphatase
(AP). Gemessen wird die Aktivitat der gebundenen AP; je hoher deren Aktivitat
ausfallt, desto geringer ist die Folsaure-Konzentration in der Probe.

Die analytische Sensitivitat des AxSYM Folsaure-Assay liegt bei 0,9 ng/ml. Der obere
Grenzwert des Messbereiches liegt bei 20 ng/l Folsaure. Die Prazision der Analyse
wurde mit Hilfe von Kontrollproben im niedrigsten, mittleren und hoéchsten Bereich
uberpruft. Der Variationskoeffizient dieser Messungen betragt 7,66% bei 2,6 ng/l,
6,06% bei 6,6 ng/l und 3,50% bei 14,2 ngl/l.

3.3.3 Bestimmung von Vitamin B,

Die Vitamin Bq,-Konzentration im Blutplasma wurde mit Hilfe des AXSYM® System
(Abbot Laboratories, Abbot Park, IL, USA) ermittelt. Das Verfahren beruht auf der
Mikropartikel-Enzym-Immunoassay-Technologie. Mit Intrinsic Factor beschichtete
Mikropartikel werden zu der Reaktion hinzugegeben und binden das in der Probe
vorhandene Vitamin Bi,. Die Reaktionsmischung wird auf eine Glasfibermatrix
aufgetragen, welche Mikropartikel irreversibel bindet. Freie Bindungsstellen des
Intrinsic Faktor auf den Mikropartikeln kénnen durch ein Vitamin B4-AP-Konjugat
besetzt werden. Gemessen wird wiederum die Aktivitat der gebundenen AP.

Die analytische Sensitivitat des Verfahrens fur die Vitamin B2-Bestimmung liegt bei
60 pg/ml. Die obere Messgrenze ist bei 2000 pg/ml Vitamin B4, erreicht. Die
Prazision der Analyse wurde mit Hilfe von Kontrollproben im niedrigsten, mittleren
und hochsten Bereich bestimmt. Der Variationskoeffizient dieser Messungen betragt
14,2% bei 197 pg/ml, 8,8% bei 392 pg/ml, 7,3% bei 773 pg/ml.
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3.4 MTHFR-Genotyp-Bestimmung

3.4.1 Restriktionsenzymanalyse und TagMan-Verfahren

Die beiden verwendeten Methoden zur Genotypisierung, Restriktionsenzymanalyse
und TagMan-Assay, basieren auf dem Verfahren der PCR. Mit Hilfe der PCR ist es
moglich, einen bestimmten Abschnitt der DNA zu vervielfaltigen (Amplifikation).
Innerhalb der PCR finden Zyklen statt, die im Idealfall in jedem Durchlauf die Anzahl
der DNA-Kopien verdoppeln und einen exponentiellen Anstieg von DNA-Kopien zur
Folge haben.

Die beiden Strange der DNA werden zunachst bei 95°C getrennt. Anschliessend wird
die Temperatur in einem Thermocycler auf ca. 60°C heruntergekuhlt, wobei sich die
zuvor ausgewahlten Primer spezifisch an die Enden des zu vervielfaltigenden DNA-
Segments anlagern ("annealing"). Die Taqg-(DNA-)Polymerase katalysiert die
Verlangerung der Primer, dabei dienen die in einem geeigneten Puffer gelosten
Nukleotide (ANTP) als Bausteine.

Das TagMan-Verfahren beruht auf einer Kombination aus der PCR und dem 5°
Nuklease-Assay (82). Fur die Reaktion sind zwei fiir die beiden Allele spezifischen
DNA-Sonden sowie ein Primerpaar notwendig. Die Sonden sind zum DNA-Abschnitt
um die polymorphe Stelle komplementare Oligonukleotide. Sie werden mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (Reporterfarbstoff am 5° Ende und "dark-
quencher" am 3° Ende) markiert. Zwei verschiedene Reporterfarbstoffe markieren die
beiden allelspezifischen Sonden. Die Nahe des "dark-quenchers" zum
Reporterfarbstoff bei Intaktheit der Sonde verringert die Fluoreszenz des Letzteren.
Die Tag-Polymerase besitzt eine 5°—3° Exonuklease-Aktivitat, die eine wahrend der
PCR an einen DNA-Strang hybridisierte komplementare Sonde schneidet. Das
Schneiden der fluorogenen Sonde fuhrt zur raumlichen Trennung der beiden
Farbstoffe und damit zu einer Erhdhung der Fluoreszenzinzensitat des
Reporterfarbstoffes. Die Sondenfragmente sind dann vom Zielabschnitt entfernt und
die PCR wird fortgesetzt. Die Bestimmung des Genotyps erfolgt durch Auswertung

der allelspezifischen Fluoreszenzsignale.
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3.4.2 Bestimmung der MTHFR-Genotypen

Zur Praparation genomischer DNA aus Leukozyten des peripheren Blutes wurde der
"QlAamp DNA Blood Kit" (Qiagen, Hilden, Deutschland) oder der "High Pure PCR
Template Preparation Kit" (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland)
verwendet. Die Analyse des Genotyps erfolgte mit Hilfe von zwei allelspezifischen
fluorogenen Oligonukleotid-Sonden in einem Reaktionsansatz, welcher die PCR und
die 5° Nuclease-Reaktion (TagMan technique; Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) kombinierte. Die Primer und Sonden wurden mit Hilfe der Primer
Express Software (Version 2.0.0; Applied Biosystems) ermittelt. Dies erfolgte nach
Herunterladen der DNA-Sequenzen, die unter den Zugangsnummern AF 105980
(MTHFR Gen, Exon 4) und AF 105983 (MTHFR Gen, Exon 7) in der GenBank oder
der EMBL Datenbank zZu erhalten sind. Die Primer 5
GACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAG 3" und 5° CTTCACAAAGCGGAAGAATGTGT
3" (siehe Tabelle 1) wurden zur Amplifizierung eines 96 Basenpaare (bp) langen
Abschnitts des Exons 4 verwendet, welcher die polymorphe Stelle Cg77T trug sowie
die Primer 5 AGGAGGAGCTGCTGAAGATGTG 3 und 5
GTTCTCCCGAGAGGTAAAGAACAAA 3 (siehe Tabelle Il) zur Amplifizierung eines
87 bp langen Abschnitts des Exons 7, welcher die Stelle A1295C enthielt.

Tabelle II: Primersequenzen fur Amplifikation der 96 bp (Cg77T) bzw. 87 bp (A120sC)
langen, die polymorphe Base beinhaltende, DNA-Sequenz des MTHFR-Gens

1 (Ce77T): 5 GACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAG 3
2 (Ce77T): 5 CTTCACAAAGCGGAAGAATGTGT 3

1 (A1208C): 5" AGGAGGAGCTGCTGAAGATGTG 3
2 (A1298C): 5" GTTCTCCCGAGAGGTAAAGAACAAA 3

Die Sequenzen der allelspezifischen Oligonukleotid-Sonden waren FAM-5
TGATGAAATCGGCTCC 3" (Ce77), VIC-5 TGATGAAATCGACTCCC 3" (Te77), FAM-
5 TCAAAGACACTTICTTCACT 3" (A1298) und VIC-5° AAAGACACTTGCTTCACT 3
(C1208) (die Sondensequenzen sind komplementar zu den Sequenzen von AF105980

und AF105983; die allelspezifischen Nukleotide sind unterstrichen, siehe Tabelle IlI).
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Tabelle Ill: Nukleotidsequenzen der Sonden fir den MTHFR-Cg77T bzw. Ai298C-
TagMan-Assay

1 (Ce77): FAM-5 TGATGAAATCGGCTCC 3
2 (Te77): VIC-5" TGATGAAATCGACTCCC 3

1 (Ar298): FAM-5" TCAAAGACACTTTCTTCACT 3°
2 (Cia08): VIC-5° AAAGACACTTGCTTCACT 3°

Das TagMan-Verfahren wurde zur Identifikation der Trager homozygoter DNA
(CCe77, TTs77, AA1208 Und CCo9g) flr die gesamte Studienpopulation eingesetzt. Die
fluoreszierenden Reporterfarbstoffe, 6-Carboxy-Fluoreszein (FAM) oder VIC
(Farbstoff im Besitz von Applied Biosystems; chemische Struktur nicht veroffentlicht),
waren an das 5 -Ende der Sondenmoleklle gebunden, um eine Differenzierung der
Allele zu gewahrleisten. An die 3'-Enden der Sonden wurden Molekulstrukturen
gekoppelt, die eine Bindung der Sonde mit der kleinen Vertiefung der DNA-
Doppelhelix ermdglichte ("minor groove binder groups"), um die Sequenzspezifitat zu
erhohen. Fur die Reaktion wurden als Thermocycler "GeneAmp PCR System 9600
und 9700" (Applied Biosystems, Darmstadt) und der Thermocycler im "ABI Prism
7700 Sequence Detection System" (Applied Biosystems) verwendet. Das 2-Stufen-
PCR-Protokoll bestand aus abwechselnd je 35 Zyklen der Denaturierung (bei 92°C
fur 15 Sekunden) und 35 Zyklen Anlagerung und Verlangerung des Primers (bei
60°C fur eine Minute). Mit Hilfe des "ABI Prism 7700 Sequence Detection System"
wurde die akkumulierte Fluoreszenz der Proben nach der PCR gemessen und
weiterverarbeitet. Ein isolierter Signalanstieg von FAM- oder VIC-Fluoreszenz war
charakteristisch fur CCg77- oder TTer-Homozygotie bzw. AAqz9s- oder CCiqogs-
Homozygotie. Ein Anstieg beider Signale wies auf Heterozygotie der untersuchten
DNA hin. Zur Kontrolle wurde die Bestimmung des Genotyps bei 20% der Proben
wiederholt. Dabei wurde DNA verwendet, die separat von der originalen Blutprobe
isoliert worden war. Die Bestimmung der Genotypen wurde ohne Wissen von

klinischen und angiographischen Daten des Patienten durchgefihrt.

Eine Restriktionsenzymanalyse erfolgte zur konventionellen Genotyp-Bestimmung
von DNA-Proben, die von Blutspendern einer Kontrollgruppe zur Verfligung gestellt

wurden. Zur PCR verwendet wurden hierbei dieselben Primer, die in Kombination mit
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den allelspezifischen Proben Anwendung fanden.

Die Restriktionsenzymanalyse (2-Stufen-PCR) bestand aus abwechselnd je 35
Zyklen Denaturierung (bei 95°C fur eine Minute) und 35 Zyklen der Anlagerung
("annealing") und Verlangerung ("extension") des Primers (bei 60°C flur eine Minute),
gefolgt von einer letztmaligen Verlangerung bei 72°C fur sieben Minuten. Jedes
Experiment erhielt eine Negativkontrolle, um eine Kontamination mit fremder DNA
auszuschliessen. Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme "Hinfl"
(Ce77T) oder "Mboll" (A120sC) geschnitten (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland). Die Separierung der Restriktionsfragmente erfolgte mittels
Elektrophorese auf einem Polyacrylamidgel (8% Acrylamid; Novex, Karlsruhe).

Die Auftrennung erfolgte bei 100 Volt (V) fur 40 Minuten. Nach abgeschlossener
Elektrophorese wurden durch die Anfarbung mit Ethidiumbromid und Verwendung
von UV-Licht (312 nm) die entstandenen Banden sichtbar gemacht. Das
Restriktionsenzym "Hinfl" spaltete das Tegr7-spezifische PCR-Produkt in zwei
Fragmente mit 61 bp und 35 bp; das Cgr7-spezifische PCR-Produkt enthielt keine
"Hinfl"-Schnittstelle. Das Enzym "Mboll" spaltete das Aq29s-spezifische PCR-Produkt
in drei Fragmente mit 33 bp, 28 bp und 26 bp sowie das Ciy9s-spezifische PCR-
Produkt in zwei Fragmente mit 61bp und 26 bp (siehe Abbildung IlI).

Das Tg77-spezifische PCR-Produkt: !
61 bp 35 bp
Das A129s-spezifische PCR-Produkt: ! !
33 bp 28 bp 26 bp
Das Cqa9s-spezifische PCR-Produkt: !
61 bp 26 bp
Abbildung Ill: Bestimmung der MTHFR-Genotypen Cg77T bzw. Aj29sC durch

allelspezifischen Verdau mit den Enzymen "Hinfl" bzw. "Mboll". Das Amplikon (96 bp
bzw. 87 bp) wurde durch Restriktionsverdau mit "Hinfl* bzw. "Mboll" in die
entsprechenden Fragmente gespalten. Der Pfeil zeigt die Schnittstellen des Enzyms.
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3.5 Material und Gerate

a) Gerate

PCR-Thermocycler:

- Authorized thermal Cycler for PCR (Hybaid, Heidelberg)

- Primus 96 plus (MWG-Biotech, Ebersberg)

- GeneAmp PCR System 9600 und 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt)
- ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems)

Spannungsquelle:
- Power N Pac 300 (Bio-Rad, Minchen)

Elektrophorese-Kammer:

- Xcell Il (Invitrogen, Karlsruhe)

Zentrifugen:
- Zentrifuge A 14 und CR3-12 (Jouan, St.Herblain, Frankreich)

- Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Hanau)

Mixer:
- Voretexer (Genio2™ Bender&Obein AGV Ziirich, Schweiz)

- Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)
b) Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterialien

DNA-Isolierung:
- QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
- High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science, Mannheim)

Enzyme:
- TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

- Tag-Pol (Qiagen GmbH, Hagen)
- Restriktionsendonuklease Bsp 1431 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Gel:
- 8 % Polyacrylamidgel (Novex, Karlsruhe)

PCR-Gefasse:
- PCR Tubes; 0,5 ml ultradiinn (Eppendorf, Hamburg)
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- Micro Amp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)
- Micro Amp® Optical Caps (8 Caps/Strip) (Applied Biosystems)

Sonstiges:
- Molekulargewichtsmarker VIII (Roche Applied Science)

Primer und Sonden fur das TagMan-Verfahren von Applied Biosystems
c) Puffer und Losungen

PCR-Puffer:
- 10xPCR-Puffer (Qiagen GmbH, Hilden)

Desoxyribonukleotidlosung (10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP):

- GeneAmpR (Invitrogen, Karlsruhe)

Ethidiumbromidlésung (1%):
- 1g Ethidiumbromid (Serva, Mannheim)

- ad 100 ml aqua dest.

Ladepuffer fiir Gelelektrophorese:
- 10mM TBE-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe)

3.6 Statistik

Die Daten werden dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung, Aufzahlung oder
als Verhaltniszahlen (Prozent).

Vergleiche zwischen Gruppen wurden durchgefuhrt mittels des ungepaart 2-seitigen
t-Test oder dem "Wilcoxon-Rangsummen-Test", sofern dies als geeignet erschien.
Fir Vergleiche von mehr als zwei Gruppen stand die Varianzanalyse (ANOVA) zur
Verfugung. Der "chi-Quadrat-Test" wurde zum Vergleich kategorischer Daten
angewendet. Der Einfluss von verschiedenen Faktoren auf die Plasma-Hcy-
Konzentration wurde mit dem multiplen linearen Regressionsmodell bestimmt.

Die unabhangige Beziehung zwischen MTHFR-Gen-Cg77T und  Aj29sC-
Polymorphismus und Hcy bei Vorliegen einer KHE wurde nach Bestimmung des
Einflusses anderer Faktoren mit der multiplen logistischen Regressionsanalyse

ermittelt. Statistische Signifikanz manifestierte sich ab einem p-Wert von <0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Zusammenhang zwischen den MTHFR-Gen-Polymorphismen und

der Plasma-Konzentration von Hcy, Folsaure und Vitamin B,
4.1.1 Verteilung der Genotypen der MTHFR-Gen-Polymorphismen

In der gesamten Studienpopulation (d.h. Patienten mit und ohne KHE) lagen die folgenden
MTHFR-Gen-Cg77T-Genotypverteilungen vor: CCg77-Genotyp bei 1181 (43,1%), CTer7-
Genotyp bei 1238 (45,2%) und TTe77-Genotyp bei 319 Personen (11,7%) (Graphik 1). Die
Genotypverteilung entsprach dem Hardy-Weinberg-Gesetz (Patienten: p (Pearson)=0,94;
Kontrollen: p=0,57).

Die MTHFR-Gen-A129sC-Genotypverteilungen waren: AAqx9s-Genotyp bei 1254 (45,8%),
AC129s-Genotyp bei 1189 (43,4%) und CCq9s-Genotyp bei 295 (10,8%) der Patienten
(Graphik 1l). Die Genotypverteilung entsprach dem Hardy-Weinberg-Gesetz (Patienten:
p=0,14; Kontrollen p=0,09).

Die Verteilung der Kombinationen der Genotypen beider Polymorphismen sah wie folgt
aus: CCeg77/AA120s-Genotyp bei 308 (11,2%), CCes77/AC1208 bei 579 (21,1%), CCg77/CCi298
bei 294 (10,7%), CTe77/AA120s bei 627 (22,9%), CTe77/AC120s bei 610 (22,3%),
CTe77/CC1208 bei 1 (0,037%), TTerr/AA129s bei 319 (11,7%) der Patienten. Nur die
genannten Genotypkombinationen kamen in der Population vor, jedoch sind weitere

Kombinationen theoretisch moglich.

4.1.2 MTHFR-Gen-Polymorphismen und Hcy, Folsédure und Vitamin B>

a) MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus:

Ein signifikanter Anstieg der Hcy-Konzentration wurde mit zunehmender Anzahl des T-
Allels (CCg77—CTs77—TTs77), sowohl in der KHE-Patientengruppe (p<0,001) als auch in
der Kontrollgruppe (p=0,047) festgestellt (Tabelle IV).

Die Folsaure-Konzentration nahm signifikant vom CCg77-, Uber CTgz7- bis zum TTer7-
Genotyp ab. Diese Beobachtung galt sowohl fur KHE-Patienten (p<0,001) als auch fur die
Kontrollgruppe (p=0,02).

Unter Berlcksichtigung der Plasma-Konzentration von Vitamin B4, fiel kein signifikanter

Unterschied innerhalb der verschiedenen Genotypen fir den MTHFR-Gen-Cg77T-
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Polymorphismus, weder fir Patienten (p=0,64) noch fir die Kontroligruppe (p=0,26), auf.

In Tabelle IV werden die Ergebnisse vollstandig wiedergegeben.

b) MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus:

Der MTHFR-Gen-A+29sC-Polymorphismus war in keiner der beiden Patientengruppen mit
der Konzentration von Hcy (KHE-Patienten: p=0,61, Kontrollgruppe: p=0,34) signifikant
assoziiert (Tabelle 1V).

Die Folsaure zeigte fur die verschiedenen Genotypen eine signifikante Zunahme innerhalb
der KHE-Patientengruppe von AAixs Uber ACiys bis CCis (p=0,04). Fur die
Kontrollgruppe traf diese Beobachtung nicht zu (p=0,81) (Tabelle 1V).

Fur die Vitamin B1,-Werte stellte sich keine signifikante Assoziation mit den verschiedenen
Genotypen des MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus ein (KHE-Patienten: p=0,73;
Kontrollgruppe: p=0,55) (Tabelle V).

c) Genotypkombinationen der MTHFR-Gen-Cg77T und A129sC-Polymorphismen:

Ein signifikanter Anstieg (p<0,001) der Hcy-Konzentration innerhalb der Patientengruppe
wurde in der Reihenfolge CCg77/AA1298, CCe77/AC1298, CCg77/CCr209s, CTe77/AA1298,
CTe77/AC1208, TTer7/AA1208 beobachtet, wahrend die Folsaure-Konzentration in derselben
Reihenfolge signifikant (p<0,001) abnahm. Die inverse Korrelation in Form signifikant
ansteigender Hcy-Werte (p=0,012) bzw. signifikant abnehmender Folsaure-Werte (p=0,04)
in der oben gezeigten Reihenfolge wurde auch innerhalb der Kontrollgruppe beobachtet
(Tabelle V). Fur die Vitamin Bix-Werte waren keine signifikanten Veranderungen
innerhalb der beiden Patientengruppen zu erkennen (KHE-Patienten: p=0,56;

Kontrollgruppe: p=0,57).

In Tabelle IV werden die Resultate der Untersuchung einer Assoziation der MTHFR-
Polymorphismen mit den Plasma-Konzentrationen von Hcy, Folsaure und Vitamin B

vollstandig wiedergegeben.
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plle 1V: MTHFR-Polymorphismen und die Konzentration von Hcy, Folsdure und Vitamin Bi, bei Patienten mit und ohne KHE

Genotypen Homocystein (umol/l) Folsaure (ng/ml) Vitamin B2 (pg/ml)
mit KHE ohne KHE mit KHE ohne KHE mit KHE ohne KHE

MTHFR Ce77T
CcC 12,5+4,8 11,7145 10,0 £ 3,1 10,1+ 3,0 427,8 +309,8 | 431,0+254,2
CT 12,8 £ 4,8 11,9+ 4,1 9,3+ 3,1 9,9+4,6 4151 £296,2 | 409,1+ 256,8
TT 14,8 £+ 6,7 13,2157 8,4+ 3,3 8,7+29 426,0 +295,2 | 464,6 £ 321,6
p-Wert <0,001 0,047 <0,001 0,02 0,64 0,26
MTHFR A129sC
AA 12,9+5,0 11,8145 9,3+ 3,1 10,0 £ 4,5 427,0 £312,0 | 433,3+278,1
AC 12,8 +5,3 11,8+4,9 9,6 +3,2 9,8+3,2 419,2+297,5 | 412,5+2454
cC 12,6 +4,4 11,4146 9,7 £ 3,1 99+29 411,5+277,3 | 444,1+282,3
p-Wert 0,61 0,34 0,04 0,81 0,73 0,55
Kombinierte Genotypen s77/1208
CC/AA 11,8+ 3,7 11,8+ 5,1 10,2+2,9 10,4 + 3,0 455,8 +348,2 | 452,9+274,0
CC/AC 12,7+5,4 11,8+4,3 10,0 £ 3,1 10,0 + 3,0 422,4 +304,4 | 415,0£233,0
CC/CC 12,6 £ 4,4 11,4+4,6 9,7 + 3,1 99+28 410,5+277,4 | 444,1+2823
CT/AA 12,5+4,3 11,1+ 3,1 9,3+3,0 10,4 £ 5,6 413,6 £ 301,4 | 408,2 + 256,6
CT/AC 13,0+ 5,2 12,7 +4,8 9,3 43,2 9,6 +3,3 416,1+£291,1 | 409,9 £ 257,9
TT/AA 14,8 + 6,7 13,2157 8,4+33 8,7+29 426,0 +295,2 | 464,6 +£321,6
p-Wert <0,001 0,012 <0,001 0,04 0,56 0,57
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4.2 Beziehung zwischen den MTHFR-Polymorphismen und KHE

4.2.1 Studienpopulation fur die Untersuchung von MTHFR-Polymorphismen und
KHE

Die Gruppe mit KHE bestand aus 2121 (77,5%) Patienten, der Kontrollgruppe gehérten
617 (22,5%) Personen an. Alle in der Studie berucksichtigten Personen wurden
angiographisch untersucht. KHE war definiert als >50% Stenose des Durchmessers
mindestens eines der drei grossen Koronargefasse oder Koronaraste. In die Kontollgruppe
wurden Personen aufgenommen, deren Koronargefasse keine Stenose oder eine
Verengung von <10% aufwiesen.

Die KHE-Patienten zeigten ein ungunstigeres Arterioskleroserisikoprofil als Patienten ohne
KHE (Tabelle V): KHE-Patienten waren mit 66,8 + 12,8 Jahren signifikant alter als die
Personen der Kontrollgruppe mit 60,8 + 12,4 Jahren (p<0,001). Es wurde innerhalb der
Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant haufiger auftretender
arterieller Hypertonus beobachtet (p<0,001). Ebenso fanden sich signifikante
Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe bezuglich der Parameter
Cholesterinamie (p<0,001), Nikotinabusus (p<0,001), Diabetes mellitus (p<0,001), Lp (a)
(p=0,002) und Kreatinin (p<0,001). Tabelle V gibt die Ergebnisse vollstandig wieder.

Tabelle V: Baseline Charakteristika fur die Patientengruppe (mit KHE) und die
Kontrollgruppe (ohne KHE)

Parameter mit KHE (n=2121) | ohne KHE (n=617) p-Wert
Alter (Jahre) 66,8 + 12,8 60,8 + 12,4 <0,001
Manner 1535 (72,0%) 296 (48,0%) <0,001
Arterieller Hypertonus 1698 (80,1%) 420 (68,1%) <0,001
Cholesterinamie 1461 (69,0%) 246 (40,0%) <0,001
Nikotinabusus 941 (44,4%) 180 (29,2%) <0,001
Diabetes mellitus 507 (24,0%) 63 (10,2%) <0,001
Lipoprotein (a) (mg/dl) 40,6 + 48,6 31,4 +39,5 0,002
Kreatinin (mg/dl) 1,13+ 0,31 1,01+ 0,22 <0,001
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4.2.2 Zusammenhang zwischen den MTHFR-Polymorphismen und KHE

a) MTHFR-Gen-Cg77T-Genotypverteilungen:

Der Cg77T-Polymorphismus zeigte keine signifikante Assoziation (p=0,84) mit KHE im
Vergleich der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe (Tabelle VI).

Graphik | zeigt die prozentuale Verteilung der Gruppen mit und ohne KHE sowie die

Gesamtzahl der Genotyptrager des Cg77T-Polymorphismus.

50% A
45,0% 45,9% 45,2%
40% - 43.1% 43,1%
30% 1 mcc
CT
20% A TT
11,9% 11,0% 11,7%
10% -
0% -
mit KHE ohne KHE Gesamt

Graphik I: MTHFR-Gen-Cg77T-Genotypverteilung der Patientengruppe (mit KHE) und der

Kontrollgruppe (ohne KHE) sowie der Gesamtpopulation (Gesamt)

Tabelle VI: Verteilung der Genotypen des MTHFR-Cg77T-Polymorphismus in der
Patientengruppe (mit KHE) und der Kontrollgruppe (ohne KHE)

Parameter mit KHE (n=2121)|ohne KHE (n=617) p-Wert
MTHFR-Cg77T-Genotypen 0,84
CC 915 (43,1%) 266 (43,1%)

CT 955 (45,0%) 283 (45,9%)
TT 251 (11,9%) 68 (11,0%)
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b) MTHFR-Gen-A129sC-Genotypverteilungen:
Eine Tendenz (p=0,07; Signifikanz manifestierte sich ab p<0,05) fur eine Assoziation des
MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus mit KHE war im Vergleich der Patientengruppe mit
der Kontrollgruppe zu beobachten (Tabelle VII).
Graphik Il zeigt die prozentuale Verteilung der Gruppen mit und ohne KHE sowie die

Gesamtzahl der Genotyptrager des MTHFR-A129sC-Polymorphismus.

50% -
46,0%

45,9% LKA 34%

0,
455% 45.8%

40% -

30% - B AA

AC
20% -

11,4% 10,8%

10% - 8,5%

0% -

mit KHE ohne KHE Gesamt

Graphik 1I: MTHFR-Gen-A129sC-Genotypverteilung der Patientengruppe (mit KHE) und

Kontrollgruppe (ohne KHE) sowie der Gesamtpopulation (Gesamt)

Tabelle VII: Verteilung der Genotypen des MTHFR-A129sC-Polymorphismus in der
Patientengruppe (mit KHE) und der Kontrollgruppe (ohne KHE)

Parameter mit KHE (n=2121) | ohne KHE (n=617) p-Wert

MTHFR-A129sC-Genotypen 0,07

AA 973 (45,9%) 281 (45,5%)
AC 905 (42,7%) 284 (46,0%)
cc 243 (11,4%) 52 (8,5%)
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c) Genotypkombinationen:

Die Genotypkombinationen beider MTHFR-Polymorphismen waren nicht signifikant

(p=0,41) mit erhdhtem KHE-Risiko assoziiert. Die prozentuale Verteilung der Genotypen in

der Patientengruppe entsprach

Kontrollgruppe (Tabelle VIII).

in weiten Teilen der

Genotypverteilung in der

Tabelle VIII: Verteilung der Genotypkombinationen in der Patientengruppe (mit KHE) und

in der Kontrollgruppe (ohne KHE)

Parameter

mit KHE (n=2121)

ohne KHE (n=617)

p-Wert

Genotypkombination s77/1298

0,41

CC/AA
CC/AC
CC/CC
CT/AA
CT/AC
CT/CC

TT/AA

236 (11,1%)
437 (20,6%)
242 (11,5%)
486 (22,9%)
468 (22,1%)
1 (0,05%)

251 (11,8%)

72 (11,7%)
142 (23,0%)
52 (8,4%)
141 (22,9%)
142 (23,0%)
0 (0,0%)

68 (11,0%)
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4.3 Beziehung zwischen den MTHFR-Gen-Polymorphismen und dem
Schweregrad der KHE

4.3.1 Studienpopulation fur die Untersuchung von MTHFR-Polymorphismen und
Schweregrad der KHE

Die Patienten mit KHE (n=2121) wurden gemass der Anzahl der betroffenen
Koronargefasse in drei Gruppen unterteilt. Insgesamt berlcksichtigte die Studie 593
Patienten mit einer 1-Gefasserkrankung (GE), 614 Patienten mit 2-GE und 914 Patienten
mit 3-GE (Tabelle 1X). Patienten mit 3-GE waren im Trend alter als Patienten mit 1-GE
(68,7 £ 9,8 vs. 63,6 £ 12,0 Jahre; p=0,1). Die Parameter arterieller Hypertonus (p<0,001),
Diabetes mellitus (p<0,001), Lp(a) (p=0,01) und Kreatinin (p<0,001) waren mit dem
zunehmenden Schweregrad der KHE signifikant assoziiert (Tabelle IX). Manner hatten im
Vergleich zu Frauen ein hoheres Risiko (p<0,001), eine Mehrgefasserkrankung zu

entwickeln.

Tabelle IX: Baseline Charakteristika der Studienpopulation zur Bestimmung des

Schweregrades der KHE

Zahl der betroffenen Koronargefasse
1-GE (n=593) | 2-GE (n=614) | 3-GE (n=914) | p-Wert

Alter (Jahre) 63,6 £ 12,0 [66,5+ 10,9 68,7 9,8 0,1
Manner 375 (63,2%) [455(74,1%) |705 (77,1%) <0,001
Arterieller Hypertonus 440 (74,2%) |489 (79,6%) |769 (84,1%) |<0,001
Cholesterinédmie 395 (66,6%) |433(70,5%) |633(69,3%) 0,32
Nikotinabusus 259 (44,0%) |272 (44,0%) |410 (45,0%) 0,90
Diabetes mellitus 101 (17,0%) |138(22,5%) |268 (29,3%) <0,001
Lipoprotein (a) (mg/dl) 36,3+451 |38,7+457 45,0 + 52,6 0,01
Kreatinin (mg/dl) 1,08 £ 0,3 1,13+0,34 1,16+ 0,31 <0,001
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4.3.2 Zusammenhang
Schweregrad der KHE

zwischen den MTHFR-Gen-Polymorphismen und dem

Es wurde untersucht, ob die MTHFR-Gen-Cg77T und A1298C-Polymorphismen sowie die
Genotypkombinationen dieser beiden Polymorphismen einen signifikanten Unterschied

innerhalb der KHE-Patientengruppe mit 1-, 2- oder 3-GE zeigten (Tabelle X):

a) MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus und Schweregrad der KHE:

Die Genotypen (CCe77-, CTe77-, TTe77-) des MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus zeigten
keine signifikante Assoziation (p=0,62) mit dem zunehmenden Schweregrad der KHE (1-,
2-, 3-GE) (Tabelle X). Die Genotypen waren in den drei Schweregradgruppen prozentual

relativ ahnlich verteilt.

Tabelle X: Relation zwischen dem MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus und dem
Schweregrad der KHE

Zahl der betroffenen Koronargefasse

1-GE (n=593) | 2-GE (n=614) | 3-GE (n=914) | p-Wert
MTHFR-Cg77T-Genotyp 0,62
cC 257 (43,3%) 250 (40,7%) 408 (44,6%)
CT 263 (44,4%) 291 (47,4%) 401 (43,9%)
1T 73 (12,3%) 73 (11,9%) 105 (11,5%)

b) MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus und Schweregrad der KHE:
Der MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus war nicht signifikant (p=0,14) mit dem KHE-

Schweregrad assoziiert. Tabelle Xl gibt die Resultate der Studie wieder.

Tabelle XI:
Schweregrad der KHE

Relation zwischen dem MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus und dem

Zahl der betroffenen Koronargefasse

1-GE (n=593)

2-GE (n=614)

3-GE (n=914)

p-Wert

MTH FR—A1zggC—Genotyp

0,14

AA

270 (45,5%)

300 (48,8%)

403 (44,1%)
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Zahl der betroffenen Koronargefasse

1-GE (n=593)

2-GE (n=614)

3-GE (n=914)

p-Wert

AC

CcC

261 (44,0%)

62 (10,5%)

254 (41,4%)

60 (9,8%)

390 (42,7%)

121 (13,2%)

c) Genotypkombinationen:

Die Genotypkombinationen

(CCs77/AA 1298,

CCe77/AC1298,

CCe77/CC12g8,

CTe77/AA1298,

CTe77/AC1208, TTe77/AA1298) Wiesen keinen signifikanten Unterschied (p=0,52) hinsichtlich
des KHE-Schweregrades (1-, 2-, 3-GE) auf (Tabelle XII).

Tabelle XIlI: Relation zwischen den Genotypkombinationen und dem Schweregrad der

KHE

Zahl der betroffenen Koronargefasse

1-GE (n=593)

2-GE (n=614)

3-GE (n=914)

p-Wert

Genotypkombination 6771298

0,52

CC/AA
CC/AC
CC/CC
CT/AA
CT/AC

TT/AA

67 (11,2%)
129 (21,7%)
61 (10,3%)
130 (21,9%)
132 (22,2%)

73 (12,3%)

72 (11,7%)
118 (19,2%)
60 (9,8%)
155 (25,2%)
136 (22,1%)

73 (11,9%)

97 (10,6%)
190 (20,8%)
121 (13,2%)
201 (22,0%)
200 (21,9%)

105 (11,5%)
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4.4 Zusammenhang zwischen KHE und Hcy, Folsdure und Vitamin B,

4.4.1 Hey-, Folsaure- und Vitamin Bi,-Konzentration in der Patientengruppe und der
Kontrollgruppe

Fur die Untersuchung stand dieselbe Studienpopulation zur Verfiugung wie sie in 4.2.1
beschrieben wurde. Die Plasma-Hcy-Werte waren in der Patientengruppe (12,9 + 5,1
pgmol/l) im Vergleich zur Kontrollgruppe (11,9 £ 4,5 umol/l) signifikant héher (p<0,001)
(Tabelle XIl, Graphik Ill). Im Gegensatz dazu wies die KHE-Patientengruppe eine
signifikant niedrigere Folsaure-Konzentration auf als die Kontrollgruppe (9,5 + 3,1 ng/ml
vs. 9,9 + 3,8 ng/ml, p=0,008). Keine signifikanten Unterschiede wurden flr das Vitamin B,

innerhalb des Vergleichs der beiden Gruppen festgestellt (p=0,83).

Tabelle XIlI: Hey, Folsédure und Vitamin By, im Vergleich Patienten- mit Kontrollgruppe

Parameter mit KHE (n=2121) |ohne KHE (n=617) |p-Wert
Plasma Hcy (umol/l) 12,9+ 5,1 11,9+45 <0,001
Plasma Folsaure (ng/ml) 9,5+ 3,1 99+338 0,008
Plasma Vitamin B12 (pg/ml) 421,9 +301,9 424.6 + 263,7 0,83
pmol/l pg/ml
ng/ml A A
14 120 421,9 4246 - 440
131 ' 11,9 - 400
121 - 360
1(1) 9,5 9.9 320
9- - 280
81 - 240
7_
6- - 200
5 - 160
41 - 120
31 - 80
2-
1] - 40
0 . 0
HCY (umol/l) Folsaure (ng/ml) Vitamin B12 (pg/ml)
Il it KHE [ ] ohne KHE

Graphik_lll: Hcy, Folsaure und Vitamin B, im Vergleich der Patientengruppe (mit KHE)
mit der Kontrollgruppe (ohne KHE)
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4.5 Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der KHE und Hcy,

Folsaure und Vitamin B>

45.1 Hcy-, Folsaure- und Vitamin Bj,-Konzentration in Abhéangigkeit vom
Schweregrad der KHE

Fur die Untersuchung stand dieselbe Studienpopulation zur Verfiugung wie sie in 4.3.1
beschrieben wurde. Die Hcy-Konzentration zeigte einen signifikanten Anstieg (p<0,001)
mit dem Schweregrad der KHE (1-GE Uber 2-GE bis zu 3-GE; Tabelle XIV, Graphik 1V).
Dagegen war fur die Plasma-Konzentrationen von Folsaure (p=0,32) und Vitamin B,

(p=0,69) keine Korrelation mit dem Schweregrad der Koronararteriosklerose zu sehen.

Tabelle XIV: Assoziation des KHE-Schweregrades mit der Plasma-Konzentration von

Hcy, Folsaure und Vitamin B>

Zahl der betroffenen Koronargefasse

1-GE (n=593) |2-GE (n=614) |3-GE (n=914)| p-Wert

Plasma Hcy (umol/l) 12,2+ 4,6 12,8 + 5,1 13,3+5,3 <0,001

Plasma Folsaure (ng/ml) 9,6 + 3,1 95+3,2 9,4 +32 0,32

Plasma Vitamin B12 (pg/ml) 14120 + 262,8 4246 +317,9 |425,9 + 314,6 | 0,69

umol/l pg/ml
ng/ml A A
141 128 133 M2 4246 4259 [ 440
181 12,2 L 400
12+
114 - 360
10 9,6 9,5 9,4 - 320
94 - 280
81 - 240
7-
64 L 200
5 - 160
41 - 120
3 - 80
2_
1- - 40
0 - } } 0
HCY (umol/l) Folsaure (ng/ml) Vitamin B12 (pg/ml)
B e [ 2GE []3GE

Graphik 1V: Plasma-Konzentration von Hcy, Folsaure und Vitamin B, flr den
Schweregrad der KHE

45



Ergebnisse

4.6 Multivarianz-Analyse

Das multiple lineare Korrelationsmodell wurde verwendet, um den Einfluss voneinander

unabhangiger Faktoren auf die Plasma-Hcy-Konzentration zu bestimmen. Die Parameter
Alter, Geschlecht, arterieller Hypertonus, Hypercholesterinamie, Nikotinabusus, Diabetes
mellitus, Plasma-Folsaure- und Vitamin Biy-Konzentration, Serum-Kreatinin sowie
MTHFR-Gen-Cg77T und Aq29sC-Polymorphismus standen hierbei im Mittelpunkt des
Interesses. Die MTHFR-Gen-Cg77T und  Aj298C-Polymorphismen waren Teil der
Berechnungen, nachdem sie in CC- versus CT+TT-Genotypen sowie AA- versus AC+TT
Genotypen kategorisiert wurden.

Das Modell zeigte, dass die Parameter Alter (p<0,001), Serum-Kreatinin (p<0,001),
Plasma-Folsaure (p<0,001), Plasma-Vitamin B, (p<0,001) und MTHFR-Gen-Cg77T-
Polymorphismus (p=0,006) unabhangige Pradiktoren fir die Plasma-Hcy-Konzentration
waren (Tabelle XV). Ausserdem konnte eine signifikante (p=0,018) Interaktion zwischen
dem MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus und der Plasma-Folsdure-Konzentration

demonstriert werden. Die Ergebnisse werden in Tabelle XV dargestelit.

Tabelle XV: Pradiktoren fur die Hcy-Konzentration im Plasma (Korrelationsmodell)

Parameter p-Wert
MTHFR-Cg77T 0,006
MTHFR-A1295C 0,589
Alter <0,001
Geschlecht 0,793
Arterieller Hypertonus 0,750
Diabetes mellitus 0,537
Hypercholesterinamie 0,186
Nikotinabusus 0,344
Folsaure <0,001
Vitamin B2 <0,001
Kreatinin <0,001
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Das multiple logistische Regressionsmodell wurde angewendet, um die unabhangigen

Einflussgrossen fur das Auftreten der KHE zu ermitteln. Berucksichtigt wurden hierbei die
folgenden Variablen: Alter, Geschlecht, arterieller Hypertonus, Hypercholesterinamie,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Serum-Kreatinin, Lp (a), Plasma-Hcy-, Folsaure- und
Vitamin Bq,-Konzentration sowie die MTHFR-Gen-Cg77T und A1295C- Polymorphismen. Als
unabhangige Faktoren fur KHE wurden Alter (p<0,001), Geschlecht (p<0,001), Diabetes
(p<0,001), Hypercholesterinamie (p<0,001) und Nikotinabusus (p<0,001) bestimmt
(Tabelle XVI). Es zeigte sich, dass die MTHFR-Gen-Polymorphismen Cg77T (p=0,380) und
A1208C (p=0,473) sowie die Plasma-Konzentration von Hcy (p=0,897), Folsaure (p=0,134)
und Vitamin B2 (p=0,417) keine statistisch signifikanten KHE-Pradiktoren waren. Die

Tabelle XVI gibt die Ergebnisse vollstandig wieder.

Tabelle XVI: Pradiktoren fur das Auftreten der KHE (Regressionsmodell)

Parameter p-Wert
MTHFR-Cg77T 0,380
MTHFR-A1295C 0,473
Alter <0,001
Geschlecht <0,001
Arterieller Hypertonus 0,124
Diabetes mellitus <0,001
Hypercholesterinamie 0,001
Nikotinabusus <0,001
Hcy 0,897
Folsaure 0,134
Vitamin B12 0,417
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5 Diskussion

MTHFR-Polymorphismen, Hcy. Folsdure, Vitamin B> und KHE

Diese Fall-Kontroll-Studie evaluierte innerhalb einer umfassenden
Patientenpopulation (n=2738) die Zusammenhange zwischen den MTHFR-Gen-
Polymorphismen und der Plasma-Hcy-Konzentration sowie der KHE. Untersucht
wurde ausserdem, ob eine Verbindung zwischen KHE und der Aminosaure Hcy
besteht.

Zu den wichtigsten Befunden zahlte, dass die MTHFR-Gen-Cg77T und Aq298C-
Polymorphismen keine Assoziation mit dem Auftreten von KHE oder dem
Schweregrad der KHE zeigten. Der MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus wurde als
unabhangiger Pradiktor der Plasma-Hcy-Konzentration erfasst.

Milde Hyperhomocysteinamie war zunachst positiv assoziiert mit KHE. Nach
Bestimmung anderer KHE-Risikofaktoren im multiplen logistischen
Regressionsmodell verlor die positive Assoziation zwischen Hcy und angiographisch
nachgewiesener KHE jedoch ihre statistische Signifikanz. Hcy war damit kein
Pradiktor fur KHE.

Die "Hcy-Theorie der Arteriosklerose" stutzt sich grosstenteils auf klinische und
pathophysiologische Beobachtungen bei Patienten mit Homocystinurie (29, 92, 93).
Die pathophysiologische Relevanz der Hcy-Theorie im Hinblick auf die klinische
Bedeutung von Hcy wurde von einer tierexperimentellen Studie in Zweifel gestellt. Im
Tierversuch flhrten experimentell erzeugte Plasma-Hcy-Konzentrationen, welche
deutlich hdhere Werte als die Hcy-Spiegel von KHE-Patienten annahmen, nicht zu
arteriosklerotischen Gefassveranderungen (123). Im Rahmen klinischer Studien
unterstutzen insbesondere retrospektive Studien die These eines kausalen
Zusammenhanges zwischen erhohtem Plasma-Hcy und Arteriosklerose, wohingegen
prospektive Studien seltener signifikante Ergebnisse erhoben (12, 17, 36, 73, 75,
136).

Ob milde Hyperhomocysteindmie (>15-30 umol/l), wie man sie bei Genotyptragern
des Ceg77T und Aq298C-Polymorphismus finden konnte, auch tatsachlich atherogen

wirken, bleibt weiterhin Gegenstand der aktuellen Diskussion (69, 97 ,160).
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Bedeutung des MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus fur die Plasma-Konzentration

von Hcy und Folsaure:

Das Enzym MTHFR katalysiert die irreversible Konversion von 5,10-methylen-THF
zu 5-methyl-THF, welches als Methylgruppen-Donor fir die im Organismus
physiologisch ablaufende Umwandlungsreaktion von Hcy zu Methionin dient.

Uber 10% der weissen Bevdlkerung sind homozygot fiir eine Mutation von C nach T
auf dem Basenpaar 677 (29). Dieser Polymorphismus fuhrt zu Thermolabilitdt des
Enzyms, welche sich in verminderter katalytischer Aktivitdt des Enzyms in vitro
aussert (72).

Die vorliegende Studie zeigte, dass der MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus einer
der unabhangigen Pradiktoren (p=0,006) fur die Plasma-Hcy-Konzentration ist.
Trager des TTe77-Genotyps hatten um 2,3 umol/l hdhere Hcy-Spiegel als CCg77-
Genotypen (14,8 +£ 6,7 umol/l vs 12,5 + 4,8 umol/l).

Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen anderer Studien: Brattstrom et al.
lieferten den Nachweis innerhalb einer aus 13 Studien bestehenden Meta-Analyse,
dass die Trager des TTe77-Genotyps im Vergleich zu Tragern des CCg77-Genotyps
um durchschnittlich 25% (= 2,6 ymol/l) hdhere Hcy-Konzentrationen aufwiesen (12).
Klerk et al. beobachteten, ebenfalls in einer Meta-Analyse (40 Fall-Kontroll-Studien
mit 11 162 Patienten und 12 758 Kontrollpersonen), einen signifikanten (p<0,001)
Zusammenhang zwischen erhOhten Plasma-Hcy-Werten und dem Auftreten des
TTer7-Genotyps (TTe77-Genotypen: 13,4 umol/l, CCgr7-Trager: 11,2 pmol/l) (73).

In der vorliegenden Studie liess sich eine, im Zusammenhang mit erhdhten Hcy-
Werten stehende, signifikante Verminderung der Folsadure-Konzentration fir die
Genotyptrager (CCe77—CTe77—TTe77) des MTHFR-Cg77 T-Polymorphismus
nachweisen (KHE-Patienten: p<0,001; Kontrollgruppe p=0,02).

Die Tatsache, dass ein Folsaure-Mangel zu erhdhten Hcy-Konzentrationen flhrt,
wurde in zahlreichen Studien beschrieben und gilt als wissenschaftlich erwiesen (7,
21, 134). Bei Folsaure-Mangel ist der Hcy-Metabolismus auf der Stufe der
Remethylierung von Hcy zu Methionin vermindert, da das Enzymsubstrat
Methylentetrahydrofolsaure der Methionin-Synthase in nicht ausreichender Menge
zur Verfugung steht (106).

Verminderte Folsaure-Werte bei gleichzeitig erhdhtem Hcy-Spiegel wurden flir den
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MTHFR-Cg77T-Polymorphismus auch in anderen Studien gefunden: Meleady et al.
beobachteten neben erhdohten Hcy-Werten eine signifikant (p=0,02) niedrigere
Folsdure-Konzentration fur die drei Genotypen (CCg77—CTgr7—TTe77) der
Patientengruppe im Vergleich zur Kontroligruppe (97). Verhoef et al. berichteten,
dass Homozygotie fur den MTHFR-TTg7-Polymorphismus insbesondere bei
niedriger Folsaure-Konzentration zu erhdhtem nuchtern Plasma-Hcy-Spiegel fuhrte
(150). Innerhalb einer Studie mit 126 gesunden Probanden wurden bei Tragern des
TTer7-Genotyps niedrigere Folsaure-Werte beobachtet als bei CCgr7- bzw. CTg77-
Genotyptragern (TTe77=15,2 nmol/ml; CTe77=17,2 nmol/ml; CCg77=20,6 nmol/ml
p=0,004). Gleichzeitig lagen auch signifikant (p=0,001) héhere Hcy-Werte bei den
Tragern des TTe77-Genotyps vor (7).

Die Frage, ob erhdohte Hcy-Spiegel bei Tragern des MTHFR-Gen-Cgr7T-
Polymorphismus im Zusammenhang mit einer verminderten Folsdure-Aufnahme mit
der Nahrung stehen, blieb anhand unserer Studienkonzeption offen.

De Bree et al. stellten im Rahmen einer "cross-sectional-Studie" (n=2051) bei
niedriger externer Folsaure-Zufuhr (166 pg/Tag) signifikante (p<0,05) Unterschiede
fur die Folsaure-Konzentrationen aller drei Genotypen des MTHFR-Cg77T-
Polymorphismus (CCg77=7,1 ng/ml; CTe77=6,2 ng/ml; TTe77=5,4 ng/ml) fest (21). Die
Trager des TTg77-Genotyps wiesen neben den erniedrigten Folsaure-Werten auch
signifikant (p<0,001) hohere Hcy-Werte auf als die CCg77- oder CTg77-Genotyptrager.
Bei erhdhter externer Folsaure-Zufuhr (250 ug/Tag) zeigten die TTg77-Genotyptrager
(7,3 ng/ml) im Vergleich zu den CCg77- (8,3 ng/ml) oder CTg77-Genotypen (8,6 ng/ml)
signifikant niedrigere (p=0,04) Folsaure-Werte, die Plasma-Hcy-Konzentration
unterschied sich zwischen den drei Genotypen jedoch nicht mehr signifikant (21).
Die Studie von de Bree et al. (21) eignete sich aufgrund der ahnlichen prozentualen
Verteilung der TTe77-Genotypen (10%) fur den Vergleich mit der vorliegenden Studie
(TTer7: 11,7%).

Neben den verminderten Folsaure-Werten sollte eine madgliche eingeschrankte
Funktion der anderen am Hcy-Metabolismus beteiligten Enzyme (Methionin-
Synthase und CBS), die in dieser Studie unberlcksichtigt blieben, als Ursache der
erhohten Hcy-Konzentrationen in Betracht gezogen werden.

Die Beobachtung erhdhter Hcy-Werte bei Tragern des MTHFR-Cgr7T-
Polymorphismus (>15 umol/l) fihrte zu der Frage, ob ein kausaler Zusammenhang
mit erhdhtem KHE-Risiko besteht (5, 12, 43, 70, 87, 97).
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Assoziation zwischen MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus, KHE und dem
Schweregrad der KHE:

In der vorliegenden Studie war der MTHFR-Cg77T-Polymorphismus weder in der

univariaten (p=0,84) noch in der multivariaten (p=0,38) Datenanalyse mit einem
erhdhten Auftreten angiographisch nachweisbarer KHE assoziiert.

Die fehlende Assoziation in unserer Studie zwischen dem Cg77T-Polymorphismus
(CCe77, CTer7, TTe77) und der KHE spiegelt die Ergebnisse vorangegangener Studien
wieder: Anderson et al. wiesen in einer prospektiven Studie (1412 Patienten mit
angiographisch gesicherter KHE) keine Verbindung zwischen dem MTHFR-Gen-
Ce77T-Polymorphismus und dem Risiko fur Myokardinfarkt oder angiographisch
definierter KHE nach (2).

In der "Physicians Health Study" mit 583 Patienten (8-Jahres-follow-up) zeigten
Patienten und Kontrollpersonen eine, mit dieser Studie vergleichbaren,
Haufigkeitsverteilung der MTHFR-Genotypen CCg77 (47%), CTe77 (41%) und TTer7
(11%). Das relative Risiko (RR) war fur heterozygote Herzinfarktpatienten im
Vergleich zu homozygoten Patienten nicht signifikant erhoht (CCg77 vs. CTe77: RR=
1,1 (95% Konfidenzintervall (Cl): 0,8-1,5); CCe77 vs. TTs77: RR= 0,8 (95% CI: 0,5-
0,8)). Es bestand keine Assoziation flir ein signifikant gehauftes Auftreten von KHE
bei Vorliegen des TTg77-Polymorphismus (87).

Die bereits angesprochene Meta-Analyse von Brattstrom et al. beobachtete erhdhte
Hcy-Werte bei Tragern des TTer7-Genotyps, konnte aber keine Assoziation zu

erhdéhtem kardiovaskularen Erkrankungsrisiko nachweisen (12).

Im Gegensatz dazu fanden Kluijtmans et al. ein dreifach erhdhtes Risiko fur frihzeitig
auftretende KHE bei Tragern des TTg77-Genotyps bei 60 niederlandischen Patienten
und 111 Kontrollpersonen (76). Das Studiendesign differierte in einigen Punkten zu
dem der vorliegenden Studie: das Alter dieser Patienten bei Beginn der KHE war
niedriger als in unserer Studie (76). Daruberhinaus wurden Patienten mit den KHE-
Risikofaktoren Hyperlipoproteinamie, arterieller Hypertonus und Diabetes mellitus
aus der Studie ausgeschlossen. Die Pravalenz des homozygoten TTg77-Genotyps in
der Kontrollgruppe (5,4%, n=6 aus 111) war deutlich niedriger als in der vorliegenden
Studie (11%; 68 aus 617)

Eine in Japan durchgefihrte Meta-Analyse (18 Studien mit 9855 Personen, darunter

drei japanische Studien) konnte zunachst ein hoheres KHE-Risiko bei homozygoten
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Tragern des TTeg77-Genotyps im Vergleich zu CCe77-Tragern nachweisen (OR: 1,4;
95% CI: 1,2-1,6; p<0,0002) (68)). Die drei japanischen Studien wurden in einer
zweiten Untersuchung aus der Metaanlyse separiert und die beiden neu formierten
Studiengruppen getrennt voneinander untersucht. Innerhalb der drei japanischen
Studien ergab der Vergleich der homozygoten TTg77- mit den CCe77.Tragern ein
héheres KHE-Risiko fur TTg77-Genotypen (OR: 2,0; 95% CI: 1,6-2,7; p<0,00001). Die
Metaanalyse der verbliebenen 15 Studien verlor die statistische Signifikanz des
zuvor beobachteten Unterschiedes zwischen den beiden Genotypgruppen (OR: 1,1;
95%: 0,9-1,3; p=0,42).

Diese Beobachtungen lassen Rilckschlisse auf interkontinentale Unterschiede des
KHE-Risikos aufgrund einer genetischen Heterogenitat des MTHFR-Cg77T-
Polymorphismus zu. Tatsachlich existieren interethnische Variationen in der
Frequenz der T-Allele: diese variiert je nach Population zwischen 0% und 16%
(Beispiel Afrika und ltalien) (121).

Moglicherweise sind  Interaktionen zwischen genetischen Faktoren und
Ernahrungsgewohnheiten die Ursache fur das Auftreten des MTHFR-Gen-Cg77T-
Polymorphismus als Pradiktor fir kardiovaskulare Erkrankungen in verschiedenen
ethnischen Gruppen und regionalen Gebieten innerhalb Europas: positive
Zusammenhange zwischen KHE und TTg77-Genotyptragern wurden beispielsweise in
japanischen (98), israelisch-judischen (88), niederlandischen (76) und irischen (47)
Studien festgestellt, dagegen wurden negative Korrelationen haufiger bei Studien mit
Bewohnern angelsachsischer Gebiete erhoben (88).

Unterschiede in der Folsaureaufnahme uber die Nahrung wurden bezuglich der
Assoziation der MTHFR-Gen-Polymorphismen mit KHE geltend gemacht (33, 94, 95,
137). Eine Meta-Analyse kam zu der Schlussfolgerung, dass Trager des TTg77-
Genotyps insbesondere im Rahmen niedriger Folsaure-Werte ein signifikant hdheres
Risiko fur KHE aufwiesen (151).

Das Ergebnis der vorliegenden Studie stimmt mit dieser Beobachtung nicht Uberein,
da sich trotz signifikanter (p=0,04) Unterschiede der Folsaure-Spiegel, keine
signifikante Korrelation des Cg77T-Polymorphismus mit dem Auftreten der KHE

feststellen liess.

In der vorliegenden Arbeit und drei weiteren Studien wurde die Beziehung zwischen

dem MTHFR-Cg77T-Polymorphismus und dem Schweregrad der KHE untersucht. In
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dieser Arbeit wurde keine signifikante Assoziation (p=0,62) mit dem Schweregrad der
KHE fir den MTHFR-Cg77T-Polymorphismus (CCe77, CTer7, TTer77) nachgewiesen.
Unterstutzt wurden die Resultate dieser Arbeit von einer in den Niederlanden
durchgefuhrten Studie, welche ebenfalls keine signifikante Verbindung ermittelte
(144).

Hingegen fanden Gardemann et al. in einer Fall-Kontroll-Studie mit 2453
Teilnehmern, eine signifikante Assoziation (p<0,05) zwischen homozygoten Tragern
des TTer7-Genotyps und dem Schweregrad der KHE bei Patienten mit ausgepragtem
KHE-Risikoprofil (48). Es wurde eine Einteilung der Studienpopulation in Individuen
mit "hohem Risikoprofil" und "niedrigem Risikoprofil" gemass der KHE-Kriterien nach
Gensini (49) vorgenommen. Signifikante Ergebnisse wurden erst nach Ausschluss
der Studiengruppe mit "niedrigem Risikoprofil" gefunden. Eine Assoziation des
MTHFR-Polymorphismus mit dem Schweregrad der KHE war im Zusammenhang mit
dem konventionellen KHE-Risikofaktor Diabetes (Glucose >112 mg/dl, p=0,018) bzw.
dem Verhaltnis aus KHE-Risikofaktor und den kardioprotektiven Faktoren
Apolipoprotein Al/Apolipoprotein B <1,19 (p=0,039) erkennbar.

Gardemann et al. stellten keine Hcy-Werte in der Veroéffentlichung ihrer
Studienergebnisse dar. Eine Aussage beziglich des Zusammenhanges zwischen
der Plasma-Hcy-Konzentration und dem MTHFR-Cg77T-Polymorphismus sowie dem
Schweregrad der KHE ist aufgrund dessen nicht maglich.

Kang et al. verifizierten die thermolabile MTHFR-Variante (TTs77-Genotyp) als
Risikofaktor fur die verschiedenen KHE-Schweregrade (72). Die Tatsache, dass die
konventionellen KHE-Risikofaktoren nicht signifikant mit der Prasenz der
thermolabilen MTHFR assoziiert waren, werteten die Autoren als positive
Verstarkung der Assoziation zwischen MTHFR-Gen-Polymorphismus und KHE. Die
Einteilung der Studienpopulation in drei Schweregrad-Gruppen (1. schwere
Koronarstenose: = 70% Stenose in einem oder mehreren Koronargefassen oder
>50% Verschluss der A.coronaria sinistra; 2. milde bis moderate Koronarstenose:
<70% Stenose in einem oder mehreren Koronargefassen oder <50% Verschluss der
A.coronaria sinistra; 3. keine KHE oder Brustschmerz nicht-kardialer Ursache)

differierte grundsatzlich vom Studiendesign der vorliegenden Untersuchung.
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Bedeutung des MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus fir die Plasma-Konzentration

von Hcy und Folsaure:

Es wurde in vorangegangenen Studien berichtet, dass der MTHFR-Gen-A295C-
Polymorphismus aufgrund verminderter Enzymaktivitdt an der Entstehung erhdhter
Hcy-Werte beteiligt war (60). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten hinsichtlich einer
Assoziation zwischen dem MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus und der Plasma-
Hcy-Konzentration weder in der Patientengruppe (p=0,61) noch in der Kontrollgruppe
(0,34) eine statistisch signifikante Assoziation (Tabelle Il in 4.1.2).

Andere Studien unterstitzten diese Resultate (21, 36, 38): Eine Fall-Kontroll-Studie
des MTHFR-A129sC-Polymorphismus stellte weder bei 161 KHE-Patienten noch bei
211 Kontrollpersonen erhohte Hcy-Werte im Blutplasma fest (132). Zu demselben
Ergebnis kam eine schwedische Studie, die bei 347 Patienten (167 KHE-Patienten
vs. 180 Personen in der Kontroligruppe) keinen Zusammenhang zwischen dem
MTHFR-A129sC-Polymorphismus und dem Vorliegen erhéhter Hcy-Werte nachweisen
konnte (160).

Weisberg et al. versuchten eine Erklarung fur den fehlenden Einfluss des MTHFR-
Gen-A129sC-Polymorphismus auf die Hcy-Konzentration zu finden (156): sie
verglichen die MTHFR-Enzymaktivitat von Individuen, welche sowohl den Cg77T- als
auch den A1298C-Genotyp trugen (41% Aktivitat) mit der Enzymaktivitat bei Personen,
die entweder Trager des MTHFR-Cgs77T (45%) oder des Aq293C-Genotyps (68%)
waren. Der MTHFR-A129sC-Polymorphismus flhrte nicht zur Ausbildung eines
thermolabilen Enzyms und die Hcy-Konzentration blieb unbeeinflusst. Die Hcy-
Konzentration stieg bei Tragern beider MTHFR-Gen-Polymorphismen auf signifikant
(p<0,05) hohere Hcy-Werte an. Diskutiert wird, dass die substituierte Aminosaure
(Ce77T: Alanin fur Valin; A429C: Alanin fur Glutamat) und die Lokalisation der
Polymorphismen (Cg77T: N-terminale katalytische Domane; Aj293C: C-terminale
regulatorische Domane) zu unterschiedlicher Stabilitat und damit auch zu
unterschiedlich hoher Aktivitat des Enzyms fuhrt.

Signifikant erhohte Hcy-Spiegel (p<0,05) bei Vorliegen des MTHFR-A129sC-Genotyps
wurden in einer portugiesischen Studie mit 117 gesunden Personen (46 Frauen, 71
Manner) beobachtet (14). Die Plasma-Folsaure-Konzentration war nicht mit dem
A1208C-Polymorphismus assoziiert. Die Autoren kamen zu der Schlussfolgerung,

dass die Beziehung zwischen dem MTHFR-Polymorphismus und erhdhten Hcy-
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Werten nicht durch Folsaure beeinflusst wurde (14). In der vorliegenden Studie war
die Folsaure-Konzentration innerhalb der KHE-Patientengruppe signifikant (p=0,04)
mit der Zunahme des C-Allels (AA129s—AC1296—CC1298) assoziiert. Eine statistisch
signifikante Auswirkung auf die Hcy-Konzentration blieb jedoch aus, da der Effekt der
verminderten Folsaure-Konzentration mdglicherweise zu gering (p=0,04) ausfiel. Die
"Family Heart Study" (FHS) stellte signifikant (p=0,02) hohere Hcy-Werte bei Tragern
des AC129s-Genotyps im Vergleich zu AAq29s-Genotypen (8,9 umol/l vs. 8,0 umol/l)
fest (156). Im Vergleich zur vorliegenden Studie wurde die "FHS" mit einer sehr
kleinen Patientenpopulation durchgefihrt (AAi29s: 93, ACi29s: 105), homozygote

Trager des CCq29s8-Genotyps waren in der Studienpopulation nicht vertreten.

Assoziation zwischen MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus, KHE und dem
Schweregrad der KHE:
Der MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus war in der Studie des Deutschen

Herzzentrum Minchen statistisch nicht signifikant mit dem Auftreten der KHE
assoziiert. Dennoch ist eine Tendenz (p=0,07; Signifikanz manifestierte sich ab
p<0,05) fur einen moglichen Zusammenhang des Polymorphismus mit KHE
erkennbar.

Eine signifikante Assoziation zwischen dem Aj29sC-Polymorphismus und friihzeitig
einsetzender KHE beobachtete eine Fall-Kontroll-Studie (161 Patienten <50 Jahre,
211 gesunden Probanden <50 Jahre) unabhangig von der Hcy- und Folsaure-
Konzentration (CC1298: RR=1,71; 95% CI: 1,13-2,59; AC120s: RR=3,09; 95% CI: 1,36-
7,02) (132). Die Autoren begrindeten diese Assoziation mit der auch die
Zellreplikation im menschlichen Organismus betreffenden Methylierungsfunktion der
MTHFR. Die Zellreplikation ist u.a. an der Reparatur von arteriosklerotisch
geschadigtem Gefassendothel mitbeteiligt. Sofern dieser Reparaturmechanismus
aufgrund der genetischen Variabilitit der MTHFR in seiner Funktion negativ
beeinflusst wird, steigt das KHE-Risiko bei Tragern des MTHFR-A1295C-
Polymorphismus an (132).

Die Mehrzahl veroffentlichter Studien beobachtete keine klinisch relevante
Assoziation (p>0,05) zwischen dem MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus und der
Hcy-Konzentration sowie dem KHE-Risiko (43, 60, 80, 120). Die Autoren sahen sich
in ihrer Hypothese bestatigt, dass der MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus nur dann
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mit KHE interferierte, wenn gleichzeitig auftretende niedrige Folsaure-Werte zu
einem Anstieg der Hcy-Konzentration fuhrten (43, 60).

Eine in Saudi-Arabien durchgefuihrte Studie wies eine hdhere Pravalenz des
MTHFR-AC120s-Genotyps (51,5%) in der Patientengruppe als in unserer (42,7%) und
anderen Studien nach (1, 120, 156). Dennoch war auch bei héherer Pravalenz als in
dieser Studie der A1298C-Polymorphismus nicht mit KHE innerhalb des Vergleichs der
Patientengruppe mit der Kontrollgruppe assoziiert (p=0,75) (1).

Die vorliegende Studie gehdrte zu den ersten, die den Zusammenhang des MTHFR-
Gen-A129sC-Polymorphismus mit dem Schweregrad der KHE untersuchte, wies
jedoch keine signifikante Assoziation (p=0,14) der verschiedenen Genotypen (AA1zgs,
AC1293, CC1208) mit dem Schweregrad nach. Prozentual waren die Genotyptrager in

den drei Gruppen des KHE-Schweregrades relativ gleich verteilt (siehe Tabelle XI).

Die Bedeutung der Genotypkombinationen fiir die Plasma-Konzentration von Hcy,

Folsaure und Vitamin Bi»:

In den vorausgegangenen Untersuchungen wurde der MTHFR-Cg77T-Gen-
Polymorphismus, jedoch nicht der MTHFR-A129sC-Gen-Polymorphismus als Pradiktor
der Hcy-Konzentration erfasst. Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse fir diese
MTHFR-Polymorphismen in der Einzelbetrachtung, wurden die
Genotypkombinationen beider Polymorphismen auf eine Assoziation mit den
Plasma-Konzentrationen von Hcy, Folsaure und Vitamin B4, untersucht.

Ein signifikanter Anstieg der Hcy-Spiegel in der Patientengruppe (p<0,001) wurde in
der Reihenfolge CCg77/AA1208, CCe77/AC1208, CCg77/CCr208, CTg77/AA 1208,
CTe77/AC1208, TTe77/AA129s beobachtet. Die Folsaure-Werte waren invers zur Hcy-
Konzentration korreliert, d.h. eine signifikante Abnahme (p>0,001) der Folsaure-
Konzentration wurde in derselben Reihenfolge der Genotypkombinationen (siehe
oben) beobachtet. Den niedrigsten Hcy-Wert hatten die Genotyptrager CCg77/AA1208
(11,8 + 3,7umol/l), den hochsten Hcy-Wert TTe77/AA120s (14,8 = 6,7umol/l). Die
Kontrollgruppe zeigte ebenfalls eine signifikante (p=0,012) Zunahme der Hcy-Werte
sowie eine signifikante (p=0,04) Reduzierung der Folsaure-Konzentration in der oben
erlauterten Reihenfolge der Genotypkombinationen.

Der Kombinationsgenotyp CTg77/CC129s Wurde bei nur einem KHE-Patienten und in

der Kontrollgruppe Uberhaupt nicht nachgewiesen. Aufgrund der nicht
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reprasentativen Anzahl in der Studienpopulation blieb der CTg77/CC1298-Genotyp flr
die Bestimmung einer Assoziation zwischen Kombinationsgenotypen und der Hcy-
Konzentration unbericksichtigt. In unserer Studienpopulation nicht vertreten waren
die Kombinationen der Genotypen TTg77/AC1208 und TTs77/CC1ogs.

Die Autoren anderer Studien beschrieben insbesondere fir den TTe77/AA1298-
Genotyp einen signifikanten Zusammenhang mit Hyperhomocysteinamie (34, 35).
Die in einer nordamerikanischen Studie (insgesamt 1238 Personen) erhobenen
Ergebnisse, deren Pravalenz der Kombinationsgenotypen vergleichbar mit der
vorliegenden Studie waren, zeigten bezuglich der Hcy-Konzentration bei Individuen
mit TTe77/AA1208-Genotyp signifikant erhdhte Hey-Werte (p<0,05) im Vergleich zu vier
anderen Kombinationen des Genotyps (CCg77/AA1208, CCe77/AC1208, CCg77/CC120s,
CTe77/AA1298)(60). Die HOhe der Folsaure-Konzentration hatte keinen Einfluss auf die
Hcy-Werte der sechs Genotypkombinationen (60). Die Autoren hatten eine sich am
Median der Folsaure-Konzentration (833 nmol/l) orientierende Einteilung der
Studienpopulation in zwei Subpopulationen (>833 nmol/l und <833 nmol/l)
vorgenommen. Es bleibt offen, ob dieses von unserem Resultat abweichende
Ergebnis im Hinblick auf die Beziehung zwischen Hcy- und Folsdure-Konzentration
lediglich aus methodischen Grinden zustande gekommen ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie wurden unterstitzt von den Resultaten einer
"cross-sectional-Studie": vergleichbar mit dieser Studie war der MTHFR-A1295C-
Polymorphismus in der Patientengruppe nicht signifikant mit Hyperhomocysteinamie
assoziiert. Unter Berucksichtigung beider MTHFR-Polymorphismen zeigte der
Kombinationsgenotyp CCs77/CC120s im Vergleich zur CCes77/AA1298-
Genotypkombination  signifikant (p<0,05) erhdhte Hcy-Spiegel (63). Die
Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Studie unterliegt Einschrankungen: die KHE-
Patientengruppe der anderen Studie wurde aus Hamodialyse-Patienten rekrutiert.
Moglicherweise sind die Unterschiede in der Hcy-Konzentration, die um ein
Vielfaches (37,3 + 12,0 ymol/l) hoher als in der Patientengruppe dieser Studie
(CCe77/CC1o0s: 12,6 + 4,4 umol/l) lag, durch die Einschrankung des Hcy-

Metabolismus in Folge der verminderten Nierenfunktion zu erklaren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen, aufgrund eines fehlenden signifikanten
(p>0,05) Einflusses der Genotypkombinationen beider Polymorphismen auf die Hcy-

Konzentration der KHE-Patientengruppe, nicht mit einer anderen in Deutschland
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durchgefuhrten Fall-Kontroll-Studie (981 KHE-Patienten, 981 Kontrollpersonen)
uberein (96). Die Autoren verzichteten auf die Messung der Folsaure-
Konzentrationen in der Patienten- und Kontrollgruppe. Der Einfluss eines moglichen
Folsdure-Mangels auf die Hcy-Konzentration, wie er in zahlreichen Studien
beschrieben und in unserer Studie sowohl fir den MTHFR-Cg77T-Polymorphismus
als auch die Genotypkombinationen beider Polymorphismen beobachtet wurde, |asst
sich daher nicht beurteilen.

Die Assoziation zwischen den Genotypkombinationen und KHE sowie dem
Schweregrad der KHE:

Ein signifikanter Zusammenhang fir das Auftreten von KHE wurde fir die

Genotypkombinationen des MTHFR-Polymorphismus in dieser Studie innerhalb des
Vergleichs der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe nicht festgestellt (p=0,41).
Eine Fall-Kontroll-Studie unterstlitzte das Ergebnis dieser Studie, da keine der
Genotypkombinationen beider MTHFR-Polymorphismen im Einzelvergleich der
Patientengruppe mit der Kontrollgruppe ein erhohtes KHE-Risiko aufwies
(CCe77/AA1208: p=nicht verodffentlicht; CCg77/AC1208: p=0,28; CCg77/CC120s: p=0,11;
CTer7/AA1208: p=0,12; CTe77/AC1208: p=0,40; TTe77/AA129s; p=0,07) (87).

Dagegen beobachteten Haviv et al. in der bereits erwahnten Studie mit Hamodialyse-
Patienten fur die Trager der CCg77/CC129s-Genotypkombination neben signifikant
erhohten Hcy-Werten auch eine signifikante Assoziation des Genotyps mit KHE (63).
Die Autoren beschrieben aussergewohnlich hohe Hcy-Werte (Patienten: 37,7 pmoll/l
+ 12,0 umol/l). Eine Erklarung hierfur liegt mdglicherweise im Einfluss des

Ausmasses der Hyperhomocysteinamie (hier: intermediare) auf das KHE-Risiko.

Diese Studie gehorte zu den ersten, die einen Zusammenhang der
Genotypkombinationen der MTHFR-Gen-Polymorphismen mit dem Schweregrad der
KHE untersuchten. Die Kombinationen der Genotypen waren nicht signifikant

(p=0,52) mit dem KHE-Schweregrad assoziiert.
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Tabelle

XVII:

Ergebnissibersicht

anderer

Polymorphismen-Cg77T und A120¢C und der Assoziation mit Hcy und KHE

Studien

bezlglich der

MTHFR-Gen

Studie Polymorphismus Assoziation mit Hcy Assoziation mit KHE
Diese Studie (DHZ) Cer7T: T-Allel + -
Aq295C: A-Allel - -
Brattstrom et al. (12) Ce77T: TTs77-Genotyp + -
Ma et al. (87) Cer7T: T-Allel - -
Aq205C: A-Allel - -
van Bockxmeer et al. Ce77T: T-Allel - -
(144)
Anderson et al. (2) Ce77T: TTe77-Genotyp (+) -
Gardemann et al. (48) Ce77T: TT77-Genotyp + +
Klerk et al. (73) Cer7T: T-Allel + +
Kadziela et al. (69) Ce77T: TTe77-Genotyp + +
Tokozoglu et al. (137) C677T: TTe77-Genotyp - -
Dekou et al. (24) A4295C: A-Allel - nicht bestimmt
Lievers et al. (80) A1298C: A-Allel - -
Friso et al. (43) A1298C: A-Allel - -
Szcezlik et al. (132) A4295C: A-Allel - +
Zetterberg et al. (160) A1295C: A-Allel - arterielle und vendse
Thrombose: -
Castro et al. (14) Aq295C: A-Allel + nicht bestimmt
Weisberg et al. (156) Aq295C: A-Allel + nicht bestimmt
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Die Zusammenhédnge von KHE sowie dem Schwereqrad der KHE mit der

Plasma-Konzentration von Hcy, Folsadure und Vitamin B>

Diese Fall-Kontroll-Studie zeigte, dass angiographisch untersuchte KHE-Patienten
signifikant (p<0,001) héhere Hcy-Werte aufwiesen als Personen der Kontrollgruppe
(12,9 £ 5,1 ymol/l vs. 11,9 £ 4,5 uymol/l). Invers korreliert zu Hcy war die Folsaure-
Konzentration, welche in der KHE-Patientengruppe signifikant (p=0,008) niedrigere
Werte als in der Kontrollgruppe (9,5 £ 3,1 ng/ml vs. 9,9 £ 3,8 ng/ml) annahm. Kein
signifikanter (p=0,83) Zusammenhang manifestierte sich fur die Konzentration von
Vitamin B4, im Vergleich der beiden Gruppen (421,9 + 301,9 pg/ml vs. 426,6 + 63,7
pg/ml). Im multiplen linearen Korrelationsmodel wurden Folsaure und Vitamin B, als
unabhangige Pradiktoren (p<0,001) der Plasma Hcy-Konzentration identifiziert. Unter
Berucksichtigung der Arteriosklerose-Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, Hypertonus,
Diabetes mellitus, Nikotin, Hypercholesterinamie, Folsaure, Vitamin B4, MTHFR-
Gen-Ce77T und MTHFR-A1298C-Polymorphismus) in der Multivarianz-Analyse, wurde
keine statistisch signifikante Assoziation zwischen Plasma-Hcy und KHE erhoben
(p=0,897).

Die Autoren anderer Studien beobachteten ebenfalls keine signifikante Verbindung
zwischen erhdhten Hcy-Werten und KHE: die "Atherosclerosis Risk in Communities
(ARIC)-Studie" und die "Caerphilly-Studie" sahen nach der Berlcksichtigung anderer
KHE-Risikofaktoren (Alter, Hypertonus, Body Mass Index (BMI), Serum-Triglyzeride)
keine signifikante Beziehung zwischen erhéhtem Plasma-Hcy und KHE (36, 44, 141).

Im Gegensatz dazu war Hcy in der "Hordaland-Studie" (7591 Manner, 8585 Frauen)
possitiv assoziiert (p<0,05) mit den konventionellen kardiovaskularen Risikofaktoren
Alter, Geschlecht, Hypertonus, Nikotinabusus sowie Hyperlipidamie. Die Autoren
folgerten daraus, dass Hcy mit grosser Wahrscheinlichkeit positiv mit KHE assoziiert

sei, verzichteten aber auf eine statistische Uberpriifung dieser Hypothese (107).

Diskrepante Ergebnisse wurden speziell im Rahmen prospektiver und retrospektiver
Studien erhoben (136): prospektive Studien, die bei Untersuchungsbeginn gesunde
Individuen in der Studienpopulation berucksichtigten, erzielten weit weniger
signifikante Ergebnisse als retrospektive Studien.

Knekt et al. stellten in einer prospektiven Studie keinen signifikanten Zusammenhang
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zwischen erhdhten Hcy-Werten und KHE fest (RR: 0,90; 95% CI: 0,51-1,60) (77).
Allerdings war Hyperhomocysteinamie bei Patienten mit anamnestisch erhobenen
friheren KHE-Ereignissen positiv assoziiert mit dem erneuten Auftreten von KHE-
Symptomen (RR:2,3; 95% CI1:1,03-4,85) (77).

Ein Zusammenhang zwischen KHE und Hyperhomocysteinamie wurde in mehreren
retrospektiven Studien beobachtet (52, 89, 90, 136). Die retrospektiven Studien
zeigten Nachteile in der Beurteilung von Einflussfaktoren der Hcy-Konzentration (z.B.
veranderbare Therapieansatze mit Folsaure, die Nierenfunktion, konventionelle
Arteriosklerose-Risikofaktoren), die (hypothetisch) zu einer sekundaren Erhéhung
der Hcy-Konzentration fihren kénnen. Daraus leiteten einige Autoren die These ab,
dass Hyperhomocysteinamie nicht die Ursache fur KHE, sondern die Folge einer
Endothelverletzung bei Myokardischamie ist (77, 136).

Um den Einfluss anderer Faktoren in der Beurteilung der Assoziation von
Hyperhomocysteindmie und KHE zu ermitteln, bestimmte die vorliegende Studie die
unabhangigen Pradiktoren sowohl der Plasma-Hcy-Konzentration als auch der KHE
in der Multivarianz-Analyse (siehe 4.6).

Einschrankungen in der Aussagekraft von retrospektiven Fall-Kontroll-Studien
werden bezlglich des Studienkonzeptes proklamiert, da die Kontrollguppe (wie auch
in der vorliegenden Studie) oftmals aus derselben Patientenpopulation mit Angina
pectoris-Symptomatik stammende Individuen ohne angiographisch nachweisbare
KHE berlcksichtigt (136).

Die These eines kausalen Zusammenhanges zwischen Hyperhomocysteinamie und
KHE findet die meiste Unterstutzung in wenigen prospektiven Studien: Vasan et al.
wiesen in einer prospektiven Kohorten-Studie mit 2491 Erwachsenen ("Framingham
Heart Study") Hyperhomocysteinamie als Pradiktor flr die Entwicklung eines
Myokardinfarktes bei zuvor gesunden Personen nach (Frauen: OR = 1,93 (95% CI:
1,19-3,14); Manner: OR = 1,84 (95% CI: 1,06-3,17) (147).

Eine Metaanalyse aus 30 prospektiven und retrospektiven Studien ergab, dass
erhdhte Hcy-Konzentrationen einen moderaten Pradiktor fur ischamische
Herzkrankheit und Schlaganfall bei Gesunden darstellten (136). Die Auswertung der
prospektiven Studien der Metaanalyse zeigte, dass eine 25%ige Senkung der Hcy-

Werte mit einem um 11% vermindertem KHE-Risiko verbunden war.
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In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Hcy-Werte mit zunehmender
Auspragung der Koronarsklerose (1-GE uber 2-GE bis 3-GE) progressiv und
signifikant (p<0,001) zunahmen (1-GE: 12,2 + 4,6 umol/l> 2-GE: 12,8 £ 5,1 ymol/l >
3-GE: 13,3 £ 5,3 ymol/l).

Die Ergebnisse dieser Arbeit fanden Unterstitzung durch die Resultate von
Schnyder et al.: die Autoren wiesen in einer Studie mit 631 angiographisch
untersuchten Patienten Plasma-Hcy als starken Pradiktor (p<0,0001) fur den KHE-
Schweregrad (1-GE: 10,4 £ 3,9 ymol/l; 2-GE: 11,3 £ 4,7 pymol/l; 3-GE: 12,4 £ 54
pmol/l) nach (122). Eine Erhéhung der Hcy-Werte nach stattgefundenem
Myokardinfarkt sollte in einer zweiten Untersuchung ausgeschlossen werden, welche
Patienten mit Infarktereigniss <6 Monate nicht berucksichtigte. Unter den 450
verbleibenden Patienten blieb Hcy signifikant (p<0,0001) mit dem Schweregrad der
KHE assoziiert (122). In der vorliegenden Studie wurden Patienten mit
Myokardinfarkt <3 Monate von Beginn an nicht bertcksichtigt, da bekannt ist, dass
kirzlich stattgefundener Myokardinfarkt zur Erhohung der Plasma-Hcy-Werte fihren
kann (30).

Eine finnische Studie identifizierte Serum-Hcy als Pradiktor fur den Schweregrad der
KHE bei Individuen ohne KHE-Symptome, die allerdings Zwillingsgeschwister mit
KHE hatten (110). KHE und KHE-Schweregrad waren, vergleichbar mit dieser

Studie, als Stenose >50% in mindestens einem Koronargefass definiert.

Dagegen stellten Nygard et al. in einer prospektiven Studie mit KHE-Patienten
lediglich eine schwache Korrelation (p=0,05) zwischen Plasma-Hcy und dem
Schweregrad der KHE fest (105). Die Ergebnisse stutzten sich auf kleinere
Patientenzahlen in den KHE-Gruppen mit 1-GE (n=94), 2-GE (172) und 3-GE (321)

im Vergleich zu der vorliegenden Studie (105).

Hcy als Marker fuar KHE ?

Einige prospektive Studien stellten die Bedeutung von Hcy als primaren Risikofaktor
fur Arteriosklerose in Frage (42, 77, 105). Vielmehr gingen die Autoren davon aus,
dass erhohtes Plasma-Hcy ein Marker fur ein kardiovaskulares Risiko, insbesondere
bei Patienten mit einer bestehenden Vorerkrankung oder positiver
Familienanamnese sein konnte (42, 77, 105, 110).

Diskutiert wurde die umgekehrte Kausalitatshypothese, welche davon ausgeht, dass
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die Arteriosklerose selbst zur Erhéhung der Hcy-Werte im Blutplasma fihrt und es
auf diese Weise zu einer scheinbaren Assoziation zwischen Hyperhomocysteinamie
und KHE kommt (12, 31, 36).

Knekt et al. bezeichneten Hcy als Indikator bereits vorhandener Gewebeschadigung
sowie als Verstarker eines entziindlichen, die Gefassintima betreffenden Prozesses,
jedoch nicht als Initiator von Arteriosklerose (77).

Insbesondere in prospektiven Studien wurde Hcy weniger als pradisponierender
Risikofaktor fur KHE bezeichnet, vielmehr kdnnte erhdhtes Plasma-Hcy ein acute-
Phase-Reaktant sein, welches mit den konventionellen kardiovaskularen
Risikofaktoren (z.B. Hypertonus, Diabetes mellitus, Alter) interagiert und an der

Entstehung akuter Krankheitsereignisse beteiligt ist (17, 104).
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der MTHFR-Cgs77T und
A1208C-Polymorphismen im Zusammenhang mit Hyperhomocysteinamie und dem
Auftreten von koronarer Herzerkrankung (KHE) untersucht. KHE ist definiert als
Manifestation der Arteriosklerose an den Koronararterien, welche durch eine
Stenosierung des Gefasslumens zu einer Ischamie des Myokardgewebes fuhrt. KHE

ist die haufigste Todesursache in den Industrielandern.

Die Aminosaure Homocystein (Hcy) wird im Organismus aus Methionin gebildet.
Aufgrund vielfaltiger Pathomechanismen wird Hcy eine Beteiligung an der Genese
von Arteriosklerose zugerechnet.

Die MTHFR katalysiert Hcy durch Remethylierung zu Methionin. Fir das MTHFR-
Gen sind genetische Varianten (Ce77T- und A4298C-Polymorphismen) bekannt. Der
Austausch von Alanin fur Valin beim MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus sowie
Glutamat fur Alanin beim MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus fuhrte in einigen
verOffentlichten  Studien zu einer verminderten MTHFR-Aktivitat, die im

Zusammenhang mit erhéhten Hcy-Konzentrationen steht.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der MTHFR-Gen-Cg77T und Aj298C-
Polymorphismen sowie der Genotypkombinationen beider Polymorphismen auf die
Hcy-Konzentration und die Genese der KHE zu untersuchen. Ausserdem stand die
von anderen Studien postulierte Assoziation zwischen Hcy mit der KHE und dem

Schweregrad der KHE im Focus dieser Studie.

In diese Studie wurden 2738 Patienten mit koronarangiographischer Untersuchung
am Deutschen Herzzentrum Minchen und der |. Medizinischen Klinik des Klinikum
rechts der Isar der TU Mlnchen eingeschlossen.

In der gesamten Studienpopulation (d.h. Patienten mit und ohne KHE) lagen die
folgenden MTHFR-Gen-Ce77T-Genotypenverteilungen vor: CCgr7-Genotyp bei 1181
(43,1%), CTer7-Genotyp bei 1238 (45,2%) und TTe77-Genotyp bei 319 Personen
(11,7%).

Die MTHFR-Gen-A129sC-Genotypverteilungen waren: AAjxs-Genotyp bei 1254
(45,8%), AC1208-Genotyp bei 1189 (43,4%) und CC1a9s-Genotyp bei 295 (10,8%) der

Patienten.
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Die Verteilung der Kombinationen der Genotypen beider Polymorphismen sah wie
folgt aus: CCe77/AA120s-Genotyp bei 308 (11,2%), CCes77/AC1208 bei 579 (21,1%),
CCos77/CC120s bei 294 (10,7%), CTer7/AA129s bei 627 (22,9%), CTg77/AC1208 bei 610
(22,3%), CTe77/CC1208 bei 1 (0,037%), TTer7/AA1208 bei 319 (11,7%) der Patienten.
Nur die genannten Genotypkombinationen kamen in der Population vor, jedoch sind

weitere Kombinationen theoretisch moglich.

In der KHE-Patientengruppe befanden sich 2121 Patienten mit angiographisch
gesicherter KHE, welche als Erkrankung von mindestens einem Koronargefass
(Stenosegrad >50%) definiert war. Der Kontrollgruppe gehdrten 617 Patienten mit
keiner Koronararterienstenose oder Stenosegrad < 10% an.

Der Schweregrad der KHE wurde nach der Anzahl der erkrankten grossen
Koronargefasse (1-GE: 593 Patienten, 2-GE: 614 Patienten, 3-GE: 914 Patienten)
bestimmt. Patienten mit Stenosierung der Koronargefasse >10% bis <50% wurden
aus Grunden der Genauigkeit der Studienergebnisse ebenso aus der Studie
ausgeschlossen, wie Patienten mit Myokardinfarkt innerhalb der vergangenen drei
Monate vor Einschluss in die Studie zur Vermeidung falsch erhohter Hcy-Werte
direkt nach dem Infarktereignis.

Die Analyse des Genotyps erfolgte mittels der TagMan-Methode (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland).

Die Bestimmung der Konzentrationen von Hcy, Folsaure und Vitamin B4, wurde im
Institut fir Laboratoriumsmedizin des Deutschen Herzzentrum Munchen unter
Verwendung des AXxSYM®System durchgefuhrt (Abbot Laboratories, Abbot Park, IL,
USA).

Die wichtigsten Befunde dieser Studie waren, dass der MTHFR-Cg77T-
Polymorphismus mit zunehmender Anzahl des T-Allels (CCeg77>CTs772>TTs77) €inen
signifikanter Anstieg (p<0,001) der Hcy-Konzentration sowohl bei KHE-Patienten
(CCe77: 12,5 + 4,8 ymol/l; CTe77: 12,8 + 4,8 pmol/l; TTez7: 14,8 £ 6,7 pmol/l) als auch
in der Kontrollgruppe zeigte (CCg77: 11,7 £ 4,5 umol/l; CTegz7: 11,9 £ 4, 1umol/l; TTe77:
13,2 + 5,7 umol/l; p=0,047). Gleichzeitig nahm die Folsaure-Konzentration mit
zunehmender Anzahl des T-Allels signifikant ab (KHE-Patienten: p<0,001;
Kontrollgruppe: p=0,02).

Eine signifikante Assoziation des MTHFR-Cg77T-Polymorphismus mit KHE wurde im
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Vergleich der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe nicht festgestellt (p=0,84).
In der Multivarianz-Analyse war der MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus ein
unabhangiger Pradiktor fir das Auftreten von Hyperhomocysteinamie (p=0,006),
jedoch kein unabhangiger Faktor fir KHE (p=0,38).

Der MTHFR-Gen-A129sC-Polymorphismus zeigte mit zunehmender Anzahl des C-
Allels (AA120s2>AC120s2>CC1208) keine signifikante Assoziation mit der Plasma-Hcy-
Konzentration (Patientengruppe: p=0,61; Kontrollgruppe: 0,34), jedoch fir die
Folsaure-Konzentration der Patientengruppe (p=0,04).

Eine signifikante Assoziation des MTHFR-C129sT-Polymorphismus mit KHE wurde im
Vergleich der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe nicht festgestellt (p=0,07).
In der Multivarianz-Analyse war der MTHFR-Gen-C129s T-Polymorphismus weder flr
das Auftreten von Hyperhomocysteinamie (p>0,05) noch von KHE (p=0,47) ein
unabhangiger Pradiktor.

Die Genotypkombinationen (CCg77/AA1298, CCs77/AC1298, CCe77/CC1298, CTe77/AA120s,
CTe77/AC1298, CTs77/CCr20s, TTe77/AA1208) Wiesen fur die KHE-Patienten als auch die
Kontrollgruppe signifikante Zusammenhange mit Hcy (KHE-Patienten: p<0,001;
Kontrollgruppe: p=0,012) und Folsaure (KHE-Patienten: p<0,001; Kontrollgruppe:
p=0,04) auf. Eine signifikante Assoziation der Genotypkombinationen beider MTHFR-
Polymorphismen mit KHE wurde im Vergleich der Patientengruppe mit der

Kontrollgruppe nicht festgestellt (p=0,41).

Weder der MTHFR-Gen-Ag77C-Polymorphismus (p=0,62) und MTHFR-Gen-A1295C-
Polymorphismus (p=0,14) noch die Genotypkombinationen beider Polymorphismen

(p=0,52) waren mit dem Schweregrad der KHE statistisch signifikant assoziiert.

Die KHE-Patienten hatten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p<0,001)
héhere Plasma-Hcy-Werte (12,9 + 5,1 pymol/l vs. 11,9 + 4,5 ymol/l). Im Gegensatz
dazu wies die Patientengruppe mit KHE signifikant (p=0,008) niedrigere Folsaure-
Konzentrationen auf als die Kontrollgruppe (9,5 + 3,1 ng/ml vs. 9,9 + 3,8 ng/ml).
Mit zunehmendem Schweregrad der KHE stieg die Hcy-Konzentration signifikant an
(1-GE: 12,2 £ 4,6 ymol/l; 2-GE: 12,8 + 5,1 ymol/l; 3-GE: 13,3 £ 5,3 pymol/l; p<0,001).
In der Multivarianzanalyse wurden Plasma-Hcy (p=0,89), Folsaure (p=0,13) und
Vitamin B4z (p=0,41) nicht als unabhangiger Faktor der KHE beurteilt.

66



Zusammenfassung

Zusammenfassend ergibt sich aus dieser Studie, dass kein kausaler Zusammenhang
der MTHFR-Gen-Cg77T und A1298C-Polymorphismen sowie den
Genotypkombinationen beider Polymorphismen mit KHE und dem Schweregrad der
KHE besteht.

Der MTHFR-Gen-Cg77T-Polymorphismus ist ein unabhangiger Pradiktor der Plasma-
Hcy-Konzentration.

Milde Hyperhomocysteinamie war mit KHE und dem Schwergrad der KHE signifikant
assoziiert, jedoch wird Hcy in der Multivarianzanalyse nicht als unabhangiger
Pradiktor der KHE erfasst.
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