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4 Einleitung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung der Assoziation von vier
Einzelnukleotid-Polymorphismen (eng: Single Nucleotide Polymorphism = SNP), die
sich in enger Nachbarschaft zu den Genen von Apolipoprotein E (APOE) und
Apolipoprotein C1 (APOC1) befinden, mit dem Myokardinfarkt (MI). Die Genprodukte
von APOE und APOC1 sind wesentlich am Fettstoffwechsel beteiligt und damit auch
fur die Pathogenese der Atherosklerose relevant. Die koronare Herzkrankheit (KHK)
bzw. der Ml stellen Manifestationsformen der Atherosklerose am Herzen dar (Herold,
2012). In der Folge wird daher die Epidemiologie und Pathogenese der KHK bzw.
des MI erlautert. Zudem werden die bisher bekannten Funktionen von APOE und
APOC1 im Fettstoffwechsel dargelegt und die erweiterte Genregion, die die vier SNP

beinhaltet, ndher beleuchtet.

4.1 Koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt

4.1.1Epidemiologie

Die KHK ist sowohl in Europa als auch in den USA die héaufigste Todesursache
(Weltgesundheitsorganisation  Regionalbiro fir Europa, Der Europaische
Gesundheitsbericht 2012: Ein Wegweiser zu mehr Wohlbefinden, 2014; Go et al.,
2014). Laut Daten des Statistischen Bundesamtes (2014) starben in Deutschland im
Jahr 2012 insgesamt 349.217 Menschen an Herz-Kreislauf-Erkrankungen; der
Uberwiegende Anteil davon wiederum an den Folgen einer KHK. Krankheiten, denen
eine KHK zugrunde liegt, stellten dariber hinaus die drei haufigsten ICD-10-
bezogenen (International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems) Todesursachen dar. So verstarben 71.655 Personen (8,2%) an einer
chronisch ischamischen Herzkrankheit, 52.516 Menschen (6,0%) aufgrund eines
akuten MI und 46.410 Personen (5,2%) in Folge einer Herzinsuffizienz. Kumulativ
bedeutet dies einen Anteil von fast 20% von Herzkreislauf-bedingten Todesféllen an
der Gesamtheit der Todesursachen. Manner haben mit 30% Lebenszeitpravalenz ein
circa doppelt so hohes Risiko wie Frauen (15%), an einer KHK zu erkranken (Herold,
2012). Die Verteilung zeigt dabei eine deutliche Zunahme im Alter. So waren nach
Angaben der GEDA-Studie (GEDA: Gesundheit in Deutschland aktuell) des Robert
Koch-Instituts (2010) in der Altersgruppe bis zum 44. Lebensjahr knapp 1% der
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Frauen und 2% der Manner an einer KHK erkrankt. Die Pravalenz erhéhte sich in der
Gruppe der 45- bis 65-Jahrigen bei Frauen auf 4% und Mannern auf 10%. In der
Altersgruppe Uber 65 Jahren lag schlie3lich bei 18% der Frauen und 28% der
Manner eine KHK vor (Robert Koch-Institut, 2010). Wie in den USA und den meisten
westeuropaischen Staaten geht die Sterblichkeit an der KHK auch in Deutschland
seit Beginn der 1980er Jahre zurlick, was auf verbesserte praventive Mal3nahmen
und optimierte Therapieméglichkeiten zurlickzufihren ist (Robert Koch-Institut,
2010). Die hohe Pravalenz von Herz-Kreislauferkrankungen fuhrt zusammen mit
steigenden Ausgaben flr Pravention und Therapie dazu, dass Krankheiten dieses
Formenkreises im Jahr 2008 mit durchschnittich 450€ pro Einwohner am

kostenintensivsten waren (Statistisches Bundesamt, 2014).

4.1.2 Pathogenese

Der KHK und dem Ml liegt eine Veradnderung der Herzkranzgefal3e im Sinne einer
Atherosklerose zugrunde (Herold, 2012) . Sie tritt bevorzugt an Stellen auf, an denen
der Blutfluss von einer laminaren in eine turbulente Strémung Ubergeht, was
Uberwiegend an GefalRverzweigungen der Fall ist (Libby, 2002). Zur Erklarung der
Entstehung einer Atherosklerose hat sich die ,Response-to-Injury“-Hypothese von
Ross aus dem Jahr 1999 weitgehend durchgesetzt. Die Genese der Atherosklerose
ahnelt dabei chronisch inflammatorischen Prozessen in vielerlei Hinsicht (Ross,
1999). Er beschreibt die erste Phase der Pathogenese als eine endotheliale
Dysfunktion der Gefa3intima, die durch verschiedenste Ursachen bedingt sein kann.
Dabei kommen fur ihn veranderte bzw. oxidierte Lipoproteine niederer Dichte (engl:
Low Density Lipoprotein = LDL), freie Radikale durch Zigarettenrauch, arterielle
Hypertension, Diabetes mellitus, genetisch bedingte Verdnderungen, erhohte
Plasmakonzentrationen an Homocystein oder infektiosse Mikroorganismen in
Betracht.  Stickstoffmonoxid, gewebespezifischer Plasminogenaktivator und
Prostacyclin werden durch das geschadigte Endothel vermindert gebildet. Daraus
resultiert ein prothrombotisches Milieu mit GefalRkonstriktion und erleichterter
Adhasion von Leukozyten, Monozyten und Thrombozyten (Libby, 2002). Die
Adhasion wird vorwiegend durch eine vermehrte Expression von E- und P-
Selektinen, vaskularem Zelladhasionsmolekil-1 und interzellularem
Adhasionsmolekil-1 an der Gefal3intima vermittelt (Altman, 2003; Pierangeli et al.,

2001). Gleichzeitig steigt die Permeabilitat fir Lipoproteine in den dysfunktionalen
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Bereichen (Lefkowitz und Willerson, 2001). Folge der leichteren Adhasion und
Permeabilitdt der Gefaldintima ist eine forcierte Migration von Leukozyten wie
Monozyten und aktivierten T-Lymphozyten aus dem Blut in die Intima (Ross, 1999).
Die eingewanderten Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen und nehmen
mittels eines Scavenger-Rezeptors oxidierte LDL-Partikel auf. Das Cytoplasma der
Zellen weist schlief3lich erhebliche Ansammlungen von Lipidtropfchen auf, weshalb
die Markophagen nun aufgrund ihres mikroskopischen Aussehens als Schaumzellen
bezeichnet werden (Libby, 2002). Dysfunktionale Gefal3intimabereiche, die neben
Monozyten und Makrophagen (Schaumzellen) auch aktivierte T-Lymphozyten
beinhalten, werden als sogenannte Fatty Streaks bezeichnet und kénnen bereits bei
Kleinkindern nachgewiesen werden (Ross, 1999). Durch ein komplexes
Zusammenspiel von Mediatoren und Chemokinen, die von Entztindungzellen,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen sezerniert werden, kommt es in der
geschadigten Gefallintima im Wesentlichen zu zwei Vorgangen: Erstens wird so ein
sich selbst erhaltender Entziindungsprozess initiiert, mit standig neuer Einwanderung
von Entzindungszellen vom Blut in das geschadigte Areal; zweitens werden die
glatten Muskelzellen zur Migration aus der Tunica media und zur Proliferation
angeregt, was weitreichende strukturelle Veranderungen der Intima zur Folge hat
(Lefkowitz und Willerson, 2001). Mit der Zeit kommt es in der Intima zu immer groéf3er
werdenden extrazellularen Ansammlungen von Lipiden. Diese formen zusammen mit
den Schaumzellen (akkumulierte Makrophagen) und Zelltrimmern einen
nekrotischen Kern, der durch eine bindegewebige Kappe vom Gefal3lumen
abgegrenzt wird. Eine GefaBwandschadigung dieser Art wird ,fortgeschrittene
Plague® genannt (Ross, 1999). Ab einer gewissen Grol3e des so entstandenen
Atheroms geht die Umstrukturierung der GefaBwand mit einer zunehmenden
Lumeneinengung einher (Libby, 2002). Fortgeschrittene Plaques werden in der Folge
als stabil oder instabil klassifiziert. Instabilitat einer Plaque wird durch Ausdinnen der
bindegewebigen Kappe durch Metalloproteasen und andere proteolytische Enzyme
gefdrdert, die von Makrophagen sezerniert werden (Ross, 1999). Gleichzeitig finden
sich weniger glatte Muskelzellen in der bindegewebigen Kappe. Zudem wird die von
ihnen durchgefiihrte Synthese von extrazellularen Matrixproteinen durch T-Zellen
gehemmt, was einen zusatzlichen Strukturverlust bedeutet (Finn et al., 2010). Mit
wachsendem Durchmesser des nekrotischen Kerns, steigender Anzahl von

Makrophagen und Ausdinnen der bindegewebigen Kappe in der Lasion erhéht sich
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die Rupturgefahr einer so entstandenen instabilen fibrésen Plaque (Finn et al., 2010).
Kommt es durch die Instabilitat zum ZerreiRen der Plaque, so kann durch die
Freilegung subendothelialen Kollagens und Von-Willebrand-Faktors, durch Blutung
von Mikrogefalien und Freisetzung grof3er Mengen gerinnungsfordernden Materials
ein Gefalverschluss resultieren. Dieser kann sich je nach Ausdehnung
beispielsweise am Herzen als Ml manifestieren (Libby, 2002). In Abbildung 1 sind die
zentralen Vorgange der Pathogenese der Atherosklerose veranschaulicht.

1. Endotheliale Dysfunktion 2. Enstehung sog. Fatty-Streaks

Adhdésion und

Endotheliale |eukozyten Endotheliale Leukozyten Migration schaumzellen Aggregation von

Permeabilitét Migration  Adhdsion  Adhésion glatter Bildung T-Zell "
Muskelzellen Aktivierung Blutpléttchen
3. Entstehung einer fortgeschrittenen Plaque 4. Instabile fibrése Plaque

Akkumulation . Entstehung einer ) Blutung aus einem
von Entstehung eines  pingegewebigen ZerreiRen der  Ausdlnnender  pnjivrogefaR der
Makrophagen nekrotischen Kappe Plaque bindegewebigen Plaque
Kerns Kappe

Abbildung 1: Pathogenese der Atherosklerose (modifiziert nach Ross, 1999)
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4.1.3 Risikofaktoren

Viele Risikofaktoren der KHK sind seit langerer Zeit bekannt (Blankenhorn und
Hodis, 1993). Sie koénnen in verschiedene Kategorien eingeteilt werden, wobei
traditionell zwischen Hauptrisikofaktoren und weiteren Risikofaktoren unterschieden

wird. Zu den Hauptrisikofaktoren gehoren:

- erhohte LDL-Cholesterinwerte

- verminderte Werte an Lipoprotein hoher Dichte (engl: High Density
Lipoprotein = HDL)

- arterielle Hypertension

- Diabetes mellitus

- Rauchen

- KHK oder Ml erstgradiger Familienangehoriger vor dem 55. Lebensjahr bei
Mannern und vor dem 65. Lebensjahr bei Frauen

- Lebensalter von mehr als 45 Jahren bei Mannern und mehr als 55 Jahren bei

Frauen

Zu den weiteren Risikofaktoren gehoéren: atherogene Diat (Herold, 2012),
abdominelle Adipositas, koérperliche Inaktivitat, Hypertriglyceriddmie, erhéhter
Lipoprotein(a)-Wert, Glukosetoleranzstorung, allgemeine Entziindungszustande bei
KHK-Patienten (Herold, 2012), Thromboseneigung, Hyperfibrinogenamie (Herold,
2012), ein erhohtes LDL/HDL-Verhéltnis (Greene et al.,, 2005) und die familiare

Hypercholesterinamie (Soutar und Naoumova, 2007).

4.2 Die Rolle der Apolipoproteine APOE und APOC1 im Lipid-

stoffwechsel und ihre kardiovaskulare Risikoassoziation

Die Apolipoproteine APOE und APOCL1 sind Bestandteile von Lipoproteinen und
erfillen wichtige Funktionen beim Transport und der Verteilung von Fetten zwischen
den einzelnen Geweben. Die Assoziation von vom Normwert abweichenden
Blutfettkonzentrationen geht mit einem veranderten kardiovaskularen Risiko einher.
(Kannel et al.,, 1961). Im Folgenden werden sowohl die Rolle der beiden
Apolipoproteine im Fettstoffwechsel, als auch deren Zusammenhang mit einem

erhohten kardiovaskularen Risiko naher erlautert.
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APOE wird vom gleichnamigen Gen kodiert, welches sich auf dem langen Arm von
Chromosom 19 befindet (Mahley, 1988). Das reife Protein setzt sich aus 299
Aminosauren zusammen und besitzt eine Masse von 34,2 Kilodalton. APOE wird in
zahlreichen Geweben wie Leber, Gehirn, Milz und Nieren hergestellt und ins
Blutplasma sezerniert (Mahley, 1988). Dort ist es Bestandteil von Chylomikronen,
von Lipoproteine sehr niedriger Dichte (engl: Very Low Density Lipoprotein, VLDL),
von Lipoproteine intermediarer Dichte (engl: Intermediate Density Lipoprotein, IDL)
und von HDL. APOE ist der Ligand des LDL-Rezeptors und vermittelt so die
Aufnahme und Verteilung von Cholesterin und anderen Fetten zwischen
verschiedenen Geweben des Kérpers (Mahley, 1988). Es ist in der Lage, zwischen
den einzelnen Lipoproteinfraktionen zu wechseln (Rosenson, 2014). So wird es im
Blutplasma von HDL auf Chylomikronen lbertragen. Letztere entwickeln sich durch
Abgabe von Triglyceriden zu sogenannten Remnants, welche APOE-vermittelt via
Endozytose in die Leber aufgenommen werden. Zudem wechselt APOE im
Blutplasma von HDL zu VLDL. VLDL wird durch die Abgabe von Triglyceriden und
Phospholipiden zu IDL. Solange IDL APOE enthalt, besteht die Mdglichkeit der
APOE-abhangigen Aufnahme, hauptsachlich in die Leber. Verliert IDL hingegen
APOE, entwickelt es sich dadurch zu LDL (Rosenson, 2014). Letztlich sorgt APOE
auch in HDL-Partikeln fir deren Aufnahme in die Leber, was dem Transport von
Fetten und Cholesterin aus peripheren Geweben hin zur Leber entspricht (Rosenson,
2014). Die hohe Relevanz von APOE fur kardiovaskulare Erkrankungen wird unter
anderem dadurch deutlich, dass es bei Mutationen im APOE-Gen, die die Bindung
von APOE zum LDL-Rezeptor schwéachen, zur Hyperlipoproteinamie Typ 3 kommt,
einer Erkrankung mit extrem erhdhtem kardiovaskularen Risiko und oft frihzeitig
auftretender KHK (Mahley, 1988).

APOC1 wird vom APOC1-Gen kodiert, welches circa 5 kb stromabwarts des APOE-
Gens, auf dem langen Arm von Chromosom 19 liegt (Tata et al., 1985). APOC1 setzt
sich aus 57 Aminosauren zusammen, besitzt eine Masse von 6,6 Kilodalton und wird
vorwiegend in der Leber exprimiert (Tata et al., 1985). Eine wesentlich geringere
Expression findet sich in Lunge, Haut, Hoden und Nieren (Jong et al., 1999). APOC1
ist Bestandteil von Chylomikronen, VLDL und HDL, wobei es nach fettreichen
Mahlzeiten und entsprechend hohen Konzentration an Triglyceriden im Plasma
hauptséchlich (>90%) in Chylomikronen und VLDL nachgewiesen wird. Bei Fasten
wechselt APOC1 hingegen tUberwiegend zu HDL (Shulman et al., 1974). APOCL1 ist
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ein potenter Aktivator der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (Soutar et al., 1975),
einem Enzym, das an HDL gebunden die Veresterung von Cholesterin aus
Chylomikronen und VLDL-Remnants mit Fettsauren aus Lecithin katalysiert, welches
beispielsweise aus abgestorbenen Zellen stammt (DobiaSova und Frohlich, 1999).
HDL erlangt durch die Beladung mit Cholesterinestern seine Dichte und sphéarische
Struktur. Somit ist APOC1 durch die Aktivierung der Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase wesentlich an der Entwicklung von HDL-Partikeln beteiligt und daher
auch indirekt am Rucktransport von Cholesterin zur Leber (DobiaSova und Frohlich,
1999). Lauer et al. (1988) zeigten, dass die Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen mit einer Aktivierung des APOC1-Gens einhergeht. Dieser Vorgang ist
nach der ,Response-to-Injury“-Hypothese von Ross (1999) ein Bestandteil der
Pathogenese der Atherosklerose. Eine weitere wichtige Funktion von APOC1 ist die
Hemmung des Enzyms Cholesterinester-Transferprotein (CETP) (Gautier et al.,
2000). CETP ist ein porenbildendes Transferprotein zwischen Lipoproteinen, dessen
Hauptaufgabe der Austausch von Cholesterinestern und Triglyceriden zwischen
selbigen ist (Tall, 1993). CETP besitzt eine atherogene und eine anti-atherogene
Komponente. Atherogen ist dabei die Nettoubertragung von HDL-Cholesterinester
auf LDL und VLDL (Hesler et al., 1987). Anti-atherogen wirkt sich dagegen die
Beteiligung von CETP an der Reifung von HDL-Partikeln aus (Eckardstein et al.,
2001). Experimente mit transgenen Mausen legen einen hemmenden Einfluss von
APOC1 auf die hepatische Lipase nahe, was eine verminderte Beseitigung
(clearance) von Lipoproteinen durch die Leber zur Folge hat und zu einer vermehrten
Atheroskleroseauspragung fuhrt (Conde-Knape et al., 2002; Westerterp et al., 2006).
Weisgraber et al. (1990) zeigten in diesem Zusammenhang, dass auch die
Beseitigung von VLDL und IDL durch APOC1 gehemmt wird, was durch
Konformationsdnderung oder Maskierung von APOE als hepatischer Rezeptor
bedingt sein kdnnte. Diese Erkenntnisse dienen zudem als Erklarungsmodell fur die
entstehende Hyperlipidamie bei Uberexpression von APOCL1 in transgenen Mausen
(Jong et al., 1999). AuRerdem stellte sich heraus, dass sich die Lipopolysaccharid-
induzierte Atheroskleroseauspragung bei Mausen entscheidend durch hohe APOC1-
Plasmaspiegel verstarkte. APOC1 scheint in diesem Zusammenhang die
Entzindungsantwort auf Lipopolysaccharide zu intensivieren. Dieser Vorgang ist ein
Erklarungsmodell fur die gesteigerte Atheroskleroseauspragung bei Menschen mit
chronischen Entzindungen (Westerterp et al., 2007). Zusatzlich wird eine
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Auswirkung von APOC1 auf die Zunahme der Plaque-Instabilitat diskutiert, da
APOC1-reiche HDL-Molekuile in vivo zu schnellerer Apoptose glatter Muskelzellen
fuhrten (Kolmakova et al., 2004). Es existiert eine um zwei Aminoséuren verkurzte
Isoform von APOC1 (APOC1‘) (Bondarenko et al., 1999). Moore et al. (2011)
untersuchten in einer Kohortenstudie von Patienten mit und ohne KHK mittels
Massenspektroskopie das Auftreten dieser neuen Isoform. Dabei stellte sich heraus,
dass die verkurzte Isoform APOC1‘ nur in Patienten mit KHK vorkam, wahrend sie in
keiner der Personen der Vergleichsgruppe nachweislich war. Darlber hinaus
zeichnete sich APOC1* durch erhéhte Anfélligkeit gegentber oxidativem Stress im
Rahmen einer KHK aus. Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Arbeiten tber
APOE und APOCL1 einen entscheidenden Einfluss der beiden Apolipoproteine auf

den Fettstoffwechsel und damit indirekt auf die Entstehung einer KHK bzw. eines M.

4.3 Beschreibung der APOE-C1-C4-C2-Genregion

Die Gene von APOE und APOCI1 liegen in enger Nachbarschaft auf dem langen Arm
von Chromosom 19 an der Stelle q13.2 (Jong et al., 1999). In der Nahe befinden sich
die Gene fur Apolipoprotein C4 (APOC4) und Apolipoprotein C2 (APOC2). Die
Gensequenzen der vier Gene weisen viele Ubereinstimmungen untereinander sowie
mit anderen Apolipoproteinen auf. Aus diesem Grund wird von einer evolutionaren
Verwandtschaft ausgegangen (Luo et al., 1986). Der Bereich, der die vier Gene
sowie ein Pseudogen von APOC1 beinhaltet, wird daher als eine Genregion
angesehen (siehe Abbildung 2).

APOE APOC1 APOC1P APOC4 APOC2
\ |
\ \ \ \ \ \
44.900K 44.910K 44.920K 44.930K 44.940K 44.950K

Abbildung 2: Die APOE/C1/C4C2-Genregion im Bereich q13.2 auf Chromosom 19

Insgesamt umfasst die Genregion einen Abschnitt von 48 Kilobasenpaaren (kb). Die
Funktionen ihrer Genprodukte als Bestandteile und Regulatoren von Lipoproteinen

bedingt ihre Zuordnung zur Familie der Apolipoproteine. Die grol3e Relevanz dieser
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Genregion fur das kardiovaskulare Risiko spiegelt sich unter anderem in den
Ergebnissen von Chasman et al. (2009) wieder, wonach die Genregion einen relativ
grol3en Anteil der Varianz der Konzentration einiger wichtiger Molekile des
Fettstoffwechsels erklart. So war der DNA-Abschnitt fir 8,9% der Varianz der
Apolipoprotein  B-Teilchenkonzentration (APOB), 8,4% der absoluten LDL-
Teilchenkonzentration und 7,1% der Varianz der LDL-Konzentration verantwortlich.
Da die Varianz ein Streuungsmal eines Erwartungswerts ist, entspricht eine erklarte
Varianz einem bestimmten Einfluss. Diesen Einfluss bt die genetische Variabilitat
der Genregion nach dieser Arbeit auf die Varianz wesentlicher Bestandteile des
Fettstoffwechsels aus, die bei einer verdnderten Konzentration mit einem erhéhten
Risiko fiur die KHK bzw. den Ml einhergehen. Die Expression der Gene
APOE/C1/C2/C4 wird von zwei Zentren gesteuert, die als hepatische Kontrollregion
(HCR) bezeichnet werden. Eine davon (HCR1) befindet sich 17 kb stromabwarts von
APOE bzw. 9 kb stromabwarts von APOC1, wahrend sich die andere (HCR2) 27 kb
stromabwarts von APOE befindet (Shachter et al., 1993).

Circa 4 kb stromabwarts von APOCL1 existiert eine beinahe identische Kopie dieses
Gens, das sich nur in etwa neun Prozent der Exon-Nukleotide von APOC1
unterscheidet. Da man bisher kein entsprechendes Boten-RNA-Produkt fand, wurde
es als Pseudogen (APOCL1P) interpretiert (Lauer et al., 1988). Bei Menschenaffen
wiesen Puppionea et al. (2010) hingegen eine Expression und ein Protein-Produkt
dieses ,Pseudogens®, APOC1P, nach.

Das APOC4-Gen, dessen 3‘-Ende nur 555 Basenpaare stromaufwarts von APOC2
liegt, wird nur in sehr geringen Mengen exprimiert und dabei ausschlie3lich in der
Leber (Allan et al.,, 1997). Die genauen Funktionen von APOC4 sind weitgehend
unerforscht, jedoch wird auch fir dieses Apolipoprotein eine Rolle im
Fettstoffwechsel angenommen. So wurde in transgenen Mausen bereits eine
Assoziation mit VLDL nachgewiesen, wobei es bei Uberexpression von APOC4 zur
Hypertriglyceridamie kam (Allan et al., 1997).

Das APOC2-Gen kodiert fur das gleichnamige Apolipoprotein, das als Kofaktor des
Enzyms Lipoproteinlipase die Spaltung von Triglyceriden, und so die Freisetzung von
Fettsauren, katalysiert. Es ist damit wesentlich am Abbau von Chylomikronen und
VLDL beteiligt (Breckenridge et al., 1978; Hospattankar et al., 1984). Wie bei APOE
zeigt sich auch bei APOC2 die wichtige Rolle im Fettstoffwechsel darin, dass es bei
Mangel von APOC2 zur Hyperlipoproteinamie, hier Typ2b, kommt, mit einem
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immensen Risikozuwachs fir die Ausbildung einer KHK (Baggio et al., 1986;
Connelly et al., 1987).

4.4 Assoziation der SNPs der APOE-APOCL1- Genregion mit dem

kardiovaskularen Risiko

Die grofl3te Aufmerksamkeit bezlglich der Assoziation der genetischen Varianten des
APOE-APOC1 Genorts mit der KHK lag lange Zeit auf den sogenannten Epsilon-
SNPs von APOE. Dabei handelt es sich um drei Varianten: €2, €3 und €4, die aus der
Kombination der Allele der SNPs von rs429358 (T>C) und rs7412 (C>T) hervorgehen
(Koch et al.,, 2002). Die e2-Variante entsteht dabei durch die Kombination des
haufigeren Allels von rs429358 mit dem selteneren Allel von rs7412; €3 durch die
Kombination des je haufigeren Allels von rs429358 und rs7412 und €4 ist bedingt
durch die Kombination des selteneren Allels von rs429358 mit dem haufigeren Allel
von rs7412. Beide SNPs stellen jeweils das erste Nukleotid eines Codons dar, wobei
das T-Allel posttranslational zur Aminosaure Cystein und das C-Allel posttranslational
zur Aminoséaure Arginin im reifen APOE fuhrt (Koch et al., 2002; Koch et al., 2008). In
den Fokus traten die Epsilonvarianten von APOE vor allem in der
Alzheimerforschung. Hier zeigte sich fir die Trager der jeweils selteneren Allele von
rs429358 und rs7412 eine Assoziation mit einem erhohten Risiko fir das Auftreten
einer Alzheimererkrankung (Bennet et al., 2010). Nach vielen kleineren Studien, die
oftmals einen starken Zusammenhang zwischen den Epsilon-Varianten von APOE
mit der KHK bzw. mit veranderten Lipidfraktionen im Blut festgestellt hatten, gilt der
Streit um die Bedeutsamkeit der Epsilon-SNPs fir das KHK-Risiko nach der Studie
von Bennet et al. (2007) mehr oder minder als geklart. Diese hatte in einer grol3en
Metaanalyse lediglich einen schwachen Zusammenhang zwischen den Epsilon-
SNPs von APOE und dem Kkardiovaskularen Risiko bzw. atherogenen
Lipidveranderungen im Blut nachgewiesen. Der grof3te Unterschied ergab sich dabei
beim Vergleich des Genotypen ¢€2/¢2 gegenuber dem ¢€4/e4 Genotyp fur die
Blutkonzentration von LDL; der €2/e2 Genotyp war hier mit signifikant niedrigeren
LDL-Konzentrationen assoziiert. Aufl3erdem ging der ¢€2/¢2-Genotyp in dieser
Metaanalyse auch mit einer signifikanten Risikoreduktion fir die KHK einher (Bennet
et al., 2007). Auch die Ergebnisse einer groR3en Fall-Kontrollstudie von Koch et al.

(2008) wiesen in diese Richtung. Hier war lediglich fur das €2-Allel und den €2/€3-
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Genotyp im Vergleich mit dem €3/e3-Genotyp eine Tendenz hin zur Signifikanz
beziglich der Assoziation mit einem verminderten MI-Risiko festzustellen. Ein starker
Zusammenhang zwischen Tragern des e4-Allels mit erhdohten LDL-Werten im Blut
sowie mit einem erhdhten Auftreten von KHK bzw. MI war nicht hachweisbar (Koch
et al., 2008).

Da sich bei der Untersuchung der Epsilon-SNPs kein ganzlich zufriedenstellendes
Ergebnis bezuglich des kardiovaskularen Risikos ergab und sich gerade in Studien
mit grol3er Fallzahl ein eher schwacher Zusammenhang zwischen den Epsilon-SNPs
und dem kardiovaskularen Risiko zeigte (Bennet et al. 2007; Koch et al. 2008), stellt
sich die Frage, ob eine Ausweitung der untersuchten Genregion SNPs enthalt, die
eine klare Assoziation mit dem kardiovaskularen Risiko aufweisen und so den
vielfach erforschten Zusammenhang zwischen der Variabilitdt der Genregion mit dem
KHK-Risiko erklaren kénnen. Zudem existiert bisher keine systematische Analyse der
SNPs dieser Genregion in Hinblick auf eine Assoziation mit dem kardiovaskularen
Risiko. Es empfiehlt sich daher eine systematische Analyse der umliegenden
Genregion, im Sinne der Analyse anhand von SNPs, die durch
Kopplungsungleichgewichte mit weiteren SNPs die genetische Variabilitat der
unmittelbaren Genregion widerspiegeln. Eine Ausdehnung dieser Analyse auf das
nachstliegende APOC1-Gen ist sinnvoll, um nach weiteren Assoziationen von SNPs
mit dem KHK-Risiko zu suchen und gleichzeitig die neuen Erkenntnisse durch
Kopplungsungleichgewichte mit den bereits erforschten Risikoassoziationen in Bezug
setzen zu konnen. Zur Analyse bieten sich SNPs an, die durch
Kopplungsungleichgewichte sowohl die Variabilitit von APOE als auch des
nachstliegenden APOC1-Gens erfassen. Eine Beschréankung auf die APOE-APOC1-
Genregion bietet dabei den Vorteil einer leichteren Interpretierbarkeit der Ergebnisse.
Mit der Untersuchung der Assoziation der genetischen Variabilitdt des APOC1-Gens
mit dem KHK-Risiko gelangt mit APOC1 ein Gen in den Fokus, fir das in letzter Zeit
wichtige Funktionen im Fettstoffwechsel sowie in der Pathogenese der
Atherosklerose postuliert wurden (siehe Kapitel 4.2.).

Abbildung 3 zeigt die SNPs der APOE-APOC1-Genregion, fur die Hinweise auf eine
Assoziation mit dem kardiovaskularen Risiko vorliegen und die in Tabelle 1 genannt
werden. Die Reihenfolge orientiert sich dabei an der jeweiligen Lage auf der DNA,

wobei dieser Arbeit die neueste Zusammenschau des menschlichen Genoms des
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Genome Reference Consortium (GRCh38), nach Daten des National Center for

Biotechnology Information, zugrunde liegen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

rs7412
rs121918394 | rs121918396
5121918397 | | | rs140808909
rs769455 ':E ! ,’I rs190853081
rs387906567 %\ 14 [ [
rs121918393 N\ N\ \ Ll [/ [/
A /
15397514254 N\ N\ V11T
rs429358 N NN VLSS
NN N \
rs397514253 NN\ i/ rs445925 rs4420638
S ~ N (]

1

5121918392 TS\ WONW
(769449 S~ SO0 15439401

rs405509 )y

~

rs4803770

44.904K 44.906K 44.908K 44.910K 44.912K 44.914K 44.916K 44.918K 44.920K 44.922K 44.924K

Abbildung 3: SNPs der APOE-APOC1-Genregion in der Bande q13.2 auf Chromosom 19
mit Hinweisen flr ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko
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Tabelle 1: SNPs der APOE-APOC1-Genregion mit Hinweisen fiir ein erhdhtes kardiovaskulares

Risiko
Poly-
morphismus  Assoziationen Referenz
(Allele)
rs405509 -Selteneres Allel mit erhéhten LDL-Werten und Paré et al., 2007
(A>C) erhdhten APOB-Werten assoziiert Ken-Dror et al., 2010
rs769449 -Selteneres Allel mit erhdhten APOB-Werten assoziiert Chasman et al., 2008
(G>A)
rs121918392  -Selteneres Allel bei Patienten mit Hyperlipoproteindmie Tajima, Yamamura,
(G>A) und KHK nachgewiesen Yamamoto 1988
rs397514253  -Selteneres Allel fiihrt zur Hyperlipoproteindmie Typ 3 Ghiselli et al., 1981
(A>G) mit Fehlen von APOE Cladaras et al., 1987
rs429358 -In Kombination mit rs7412 Grundlage der Epsilon- Koch et al., 2002
(T>C) Varianten von APOE;
- e4/e4-Genotyp im Vergleich mit €2/e2- Genotyp mit Bennet et al., 2007
erhohten LDL-Werten und erhéhtem KHK-Risiko
assoziiert;
-£2-Allel und €2/¢3-Genotyp im Vergleich mit dem €3/e3- Koch et al., 2008
Genotyp mit Tendenz zu niedrigerem MI-Risiko
rs397514254  -Insertionspolymorphismus mit Hyperlipoproteindmie Wardell et al., 1989
Insertions- Typ 3 assoziiert; Knijff et al., 1991
poly-
morphismus -Insertionspolymorphismus fiihrt im Mausmodell zu Breslow, 1989
deutlichen Atheroskleroseauspragungen
rs121918393  -Selteneres Allel mit dominanter Auspragung der Wardell et al., 1987
(C>T) Hyperlipoproteinamie Typ 3 assoziiert Solanas-Barca et al.,
2012
rs387906567  -Selteneres Allel mit dominanter Auspragung der Horie et al., 1992
(C>T) Hyperlipoproteindmie Typ 3 assoziiert
rs769455 -Selteneres Allel mit niedrigerer Bindefahigkeit von Rall et al., 1982
(C>T) APOE am LDL-Rezeptor in Patienten mit Lohse et al., 1991

rs7412 (C>T)
rs121918397
(G>A)

rs121918394
(A>C)

rs121918396
(G>A)

Hyperlipoproteindmie Typ 3 assoziiert
Siehe rs429358

- Vorkommen des selteneren Allels bei Patienten mit
einer der Hyperlipoproteindmie Typ 3 &hnelnden
Stoffwechsellage

-Selteneres Allel mit Pradisposition zur
Hyperlipoproteinamie Typ 3 assoziiert

-Selteneres Allel bedingt Stop-Codon mit der Folge des
Auftretens der Hyperlipoproteinamie Typ 3
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rs140808909
(G>A)
rs190853081
(G>A)

rs439401
(C>T)

rs445925
(C>T)

rs4420638
(A>G)

rs4803770
(C>G)

-Kombination der beiden selteneren Allele mit der
Hyperlipoproteindmie Typ 3 assoziiert

-Selteneres Allel mit erhohtem MI-Risiko assoziiert
-Haufigeres Allel mit erhéhtem Gesamtcholesterin, LDL-

und Triglycerid-Werten und verringerten HDL-Werten
assoziiert

-Selteneres Allel mit verringerten VLDL- und Triglycerid-
Werten assoziiert

-Selteneres Allel mit verminderten Triglycerid-Werten
assoziiert

- Haufigeres Allel mit erh6htem KHK-Risiko assoziiert;
- Haufigeres Allel mit erhdhten LDL-Werten assoziiert;
-Selteneres Allel mit verminderter Aktivitat von
Lipoprotein-assoziierte Phospholipase Az Lp-PLA2)

assoziiert

- Selteneres Allel mit erhohtem KHK-Risiko assoziiert

- Selteneres Allel mit erhdhten LDL-Werten assoziiert

-Selteneres Allel mit verminderten HDL-Werten
assoziiert

-Selteneres Allel mit erhdhter Aktivitat von Lp-PLA2
assoziiert

-Selteneres Allel mit erhéhten LDL- und APOB-Werten
sowie verminderten HDL-Werten assoziiert; unabhangig
von Gesamtcholesterin mit erhohtem KHK-Risiko
assoziiert

Maeda et al., 1989
Tajima et al., 1989

Shiffman et al., 2008

Aulchenko et al., 2008

Chasman et al., 2009

Teslovich et al., 2010

Bis et al., 2011

Smith et al., 2010
Trompet et al., 2011

Chu et al., 2012

Willer et al., 2008
Elliott et al., 2009
Teslovich et al., 2010
Waterworth et al.,
2010

Wallace et al., 2008
Willer et al., 2008
Kathiresan et al.,
2008

Elliott et al., 2009
Suchindran et al.,
2010

Teslovich et al., 2010
Waterworth et al.,
2010

Braun et al., 2012

Suchindran et al.,
2010

Ken-Dror et al., 2010
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4.5 Haplotypanalyse

Der vorhergehende Abschnitt zeigt, dass in der APOE-APOC1-Genregion bisher
hauptséchlich einzelne SNPs auf die Assoziation mit der KHK und mit Risikofaktoren
der KHK untersucht wurden. Dabei standen vor allem die Epsilon-SNPs von APOE
im Vordergrund. Eine Haplotypanalyse berechnet im Gegensatz zur einzelnen
Analyse von SNPs das kombinierte Risiko mehrerer SNPs. Grundlage einer
Haplotypanalyse ist dabei zun&chst die Analyse des Risikos einzelner SNPs. Durch
die Auswahl von reprasentativen SNPs besitzt eine Haplotypanalyse potentiell eine
genauere Risikoabschéatzung fur die genetische Variabilitat einer Genregion als die
Einzelanalyse von SNPs. Im Bezug auf die APOE-APOC1-Genregion sollte daher
eine Haplotypanalyse anhand reprasentativer SNPs der Analyse mit einzelnen SNPs,

sowie der, der Epsilonvarianten, tberlegen sein.
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5 Ziel der Arbeit

Trotz der wichtigen Funktionen der Apolipoproteine APOE und APOC1 im
Fettstoffwechsel, deren Bedeutung bei der Entstehung der KHK und der grof3en Zahl
an Publikationen beztglich der Assoziation von SNPs dieser Genregion mit der KHK,
liegt bisher kein entscheidendes Ergebnis Uber das Risiko der genetischen
Variabilitat dieser Genregion mit der KHK vor. Eine Haplotypanalyse unter
Verwendung von SNPs, die die Gesamtvarianz der APOE-APOC1-Genregion zu
einem Grol3teil reprasentieren, kann grundsatzlich in Bezug auf alle bisherigen
Studien Uber die Assoziation von genetischen Varianten von APOE und APOC1,
einschlie3lich der Epsilon-SNPs, als Gberlegen angesehen werden. Um eine solche
Haplotypanalyse und damit eine systematische Analyse der APOE-APOCI1-
Genregion durchzufihren, missen zuerst die fir die Genregion reprasentativen
SNPs festgestellt werden. Zu diesem Zweck wurden auf der Basis von HapMap-
Daten (www.ncbi.nlm.nih.gov) unter circa 100 SNPs diejenigen ermittelt, welche die
Gesamtvarianz der APOE-APOC1-Genregion zu einem GroBteil (r* = 0,8)
widerspiegeln. Dies trifft fur die folgenden vier SNPs zu: rs445925 (C>T), rs584007
(G>A), rs1064725 (T>G), rs4420638 (A>G).

Die Voraussetzung fir eine Haplotypanalyse ist die Bestimmung der
Genotypverteilung der einzelnen SNPs in der gesamten Studienpopulation, die in
dieser Arbeit aus 4.868 Personen besteht. Die Fallgruppe wird dabei von 3.657
Personen mit koronarangiographisch gesichertem MI gebildet, wahrend sich die
Kontrollgruppe aus 1.211 Personen zusammensetzt, bei denen ein Ml
koronarangiographisch ausgeschlossen wurde. Fir die Genotypisierung wird die
TagMan-Methode angewandt, eine Kombination aus Polymerasekettenreaktion mit
allelspezifischen DNA-Sonden. Um die Assoziation der SNPs mit dem Ml zu
Uberprufen, ist ein separater Vergleich der Allel- und Genotypverteilung zwischen
Fall- und Kontrollgruppe nétig. Der erste Schritt einer Haplotypanalyse ist die
Auswahl von Haplotypen, bestehend aus den Allelkombinationen der vier
untersuchten SNPs. In dieser Arbeit sollen diejenigen Haplotypen auf eine
Assoziation mit dem MI untersucht werden, die mit einer Haufigkeit von mehr als
einem Prozent in der Bevolkerung vorkommen. Insgesamt soll so ein Vergleich
zwischen der Haplotypanalyse und der Analyse mittels einzelner SNPs ermdglicht

werden.
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6 Studienpopulation und Methoden

6.1 Studienpopulation

Die vorliegende Fall-Kontrollstudie zur Assoziation von vier SNPs mit dem MI, die
eine anschlieende Haplotypanalyse zum Ziel hatte, schlie3t 4.868 Personen ein, die
zwischen 1993 und 2002 konsekutiv rekrutiert wurden. Bei allen Personen wurde zur
Evaluation pektanginéser Beschwerden bzw. aufgrund des Verdachts auf einen MI
im oben genannten Zeitraum am Deutschen Herzzentrum Muinchen oder in der 1.
Medizinischen Klinik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat
Minchen eine Koronarangiographie durchgefiihrt. Es wurden folgende Kriterien
aufgestellt, die als Grundlage fur die Zuordnung zu Fall- und Kontrollgruppe dienten:
Ein akuter MI wurde diagnostiziert, wenn neben anhaltenden retrosternalen
Schmerzen (>20min) typische Veranderungen im 12-Kanal-EKG im Sinne von ST-
Streckenhebungen und/oder in Form von pathologischen Q-Zacken auftraten. Die
mithilfe der Koronarangiographie dargestellten infarkttypischen Gefafl3verschlisse
und/oder regionalen Gefallwandveranderungen mussten mit den im EKG
diagnostizierten Infarktlokalisationen in Ubereinstimmung stehen. Ferner wurde die
Diagnose eines MI durch erhdhte Troponin-T-Werte oder eine erhdhte MB-Fraktion
der Kreatinkinase erhartet. Ein MI in der Vorgeschichte wurde durch
charakteristische 12-Kanal-EKG-Veranderungen belegt. Alle Personen, bei denen
auf Grundlage dieser Kriterien ein Ml diagnostiziert wurde, stellten in der Folge die
Fallgruppe dar. Personen, bei denen sich ein Ml durch einen normalen
koronarangiologischen Befund ausgeschlieRen lie3, wobei die Gefallverengungen
maximal 10% des Lumens betragen durften, wurden der Kontrollgruppe zugeordnet.
Weitere Kriterien fur die Zuteilung zur Kontrollgruppe waren: Kein Ml in der
Anamnese, keine infarkttypischen EKG-Verénderungen, keine typischen Symptome
eines Herzinfarkts und keine regionalen GefaRwandveranderungen.

Auch das Vorliegen von Risikofaktoren der KHK wurde untersucht: Von einer
arteriellen Hypertension wurde entsprechend der WHO-Kriterien ausgegangen, wenn
bei zwei unabhangigen Blutdruckmessungen jeweils ein systolischer Druck von
mindestens 140 mmHg und/oder ein diastolischer Druck von mindestens 90 mmHg

gemessen wurde, oder wenn der Patient antihypertensive Medikamente einnahm
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(Koch et al., 2013). Eine Hypercholesterindmie wurde diagnostiziert, wenn sich bei
nichternen Patienten die Konzentration des Gesamtcholesterins im Serum auf mehr
als 240 mg/dl (>6,2 mmol/l) belief. Hier wurden die Definitionen der TIMI-
Arbeitsgruppe angewendet: TIMI Definitions for Commonly Used Terms in

Clinical Trials (http://www.timi.org/wp-content/uploads/2010/10/TIMI-Definitions.pdf).

Personen, die in der Anamnese in den zurickliegenden sechs Monaten
Zigarettenkonsum angaben, wurden als Raucher bezeichnet. Die Diagnose eines
Diabetes mellitus wurde gestellt, wenn die dafur geltenden WHO-Kriterien erfillt

waren (http://www.who.int/diabetes/action online/basics/en/index1.html): ES mussten

klassische Symptome einer Hyperglykdmie sowie ein pathologischer Bluttest
vorliegen mit Werten der nichternen Plasmaglukose von mehr als 126 mg/dl
(>7 mmol/l) oder von mehr als 200 mg/dl (>11,1 mmol/l) nach oralem
Glukosetoleranztest mit 75 g Glukose. Auch bei HbAlc-Anteilen von mehr als 6,5 %
(=48 mmol/mol) wurde ein Diabetes mellitus diagnostiziert, wohingegen bei Patienten
ohne klassische Diabetessymptome zwei abnorme Bluttests vorliegen mussten. Bei
Patienten, die eine diatetische Therapie durchfuhrten, wurde die Diagnose durch
eines der oben genannten Kriterien erganzt. Bei insulinpflichtigen oder mit oralen
Antidiabetika behandelten Patienten wurde gleichfalls von einem Diabetes mellitus
ausgegangen.

Die Personen der gesamten Studienpopulation wurden hinsichtlich folgender
Merkmale einander gegenubergestellt: Alter, Geschlecht, arterielle Hypertension,
Hypercholesterindmie, aktueller Zigarettenkonsum und Diabetes mellitus. Die
Definition der einzelnen Kriterien erfolgte wie oben beschrieben. Die
Grundcharakterisierung fur die Fall- und Kontrollgruppe sind in Tabelle 2
zusammengefasst.

In der Fallgruppe betrug der Altersdurchschnitt 64,0 Jahre; in der Kontrollgruppe
waren die Personen mit durchschnittlich 60,3 Jahren deutlich jinger. Frauen waren
mit 24,2 % in der Fallgruppe nur etwa halb so oft wie in der Kontrollgruppe (49,4 %)
vertreten. Bei 61,4 % der Patienten in der Fallgruppe war eine arterielle
Hypertension bekannt, wahrend es in der Kontrollgruppe knapp 13 % weniger waren.
Eine Hypercholesterinamie trat bei 56,5 % in der Fallgruppe und in 49,7 % der
Personen in der Kontrollgruppe auf. Die Frage nach dem aktuellen Zigarettenkonsum
bejahten 50,6 % der Patienten in der Fallgruppe; in der Kontrollgruppe waren es
lediglich 15,2 %. Nach den oben genannten Kriterien wiesen in der Fallgruppe
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20,6 % einen Diabetes mellitus auf, wohingegen in der Kontrollgruppe nur bei 5,4 %

dieser Risikofaktor vorlag.

Tabelle 2: Basale Charakteristika der Studienpopulation

Fallgruppe (n=3657) Kontrollgruppe (n=1211)
Alter (Jahren) 64,0+ 12,0 60,3+11,9
Frauen 885 (24,2) 598 (49,4)
Arterielle Hypertension 2246 (61,4) 589 (48,6)
Hypercholesterindmie 2067 (56,5) 602 (49,7)
Aktueller Zigarettenkonsum 1849 (50,6) 184 (15,2)
Diabetes mellitus 754 (20,6) 65 (5,4)

Altersangabe: Durchschnitt + Standardabweichung; die Ubrigen Daten sind absolut und

(prozentual) von Fall- und Kontrollgruppe angegeben

6.2 DNA- Isolierung

Die DNA wurde fertig aufbereitet bei -25°C zur Verfiigung gestellt. Folgende
Arbeitsschritte waren zuvor erfolgt: Das Blut der Studienteilnehmer wurde nach der
Abnahme bei -25°C tiefgefroren. Nach dem Auftauen wurde die DNA mittels der
NucleoSpin Blood QuickPure Reagenzien der Firma Macherey-Nagel (Duren) isoliert.
Die einzelnen Reagenzien waren: eine Saule mit Silicatmembran, Lysepuffer,
Waschpuffer, Elutionspuffer, Proteinase K geldst im Lysepuffer und Proteinasepuffer
sowie zwei 2-ml Auffanggefal3e. Im ersten Arbeitsschritt wurden 200 pl EDTA-Blut
mit 25 ul Proteinase K - Losung und 200 pl Lysepuffer unter Rihren vermischt und
zehn Minuten lang auf 70°C erhitzt. Durch diese Prozeduren wurde die DNA aus den
Leukozyten freigesetzt. Durch Hinzugeben von 200 pl Ethanol prazipierte die DNA an
der Silicatmembran. Das 2-ml Auffanggefal3, in dem sich die Silicatmembran mit der
DNA befand, wurde anschlieend eine Minute lang mit 11.000 Umdrehungen pro
Minute in einer Tischzentrifuge, Modell Al14, der Firma Jouan (Unterhaching)
zentrifugiert, um die I6slichen Bestandteile von der DNA abzutrennen. Die Saule, die
die an die Silicat-Membran gebundene DNA enthielt, wurde daraufhin in ein weiteres
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2-ml Auffanggefal transferiert, wo sie mit 350 ul Waschpuffer zur Reinigung
behandelt wurde. AnschlieBend wurde wieder drei Minuten lang bei 11.000
Umdrehungen pro Minute in der Tischzentrifuge zentrifugiert. In einem 1,5-ml
Reaktionsgefald wurde die DNA durch Zugabe von 200 ul Elutionspuffer geldst. Nach
einer Minute bei Raumtemperatur wurde in der Tischzentrifuge ein letztes Mal mit
11.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das Reaktionsgefald wurde bei -25°C
bis zur Genotypisierung tiefgefroren.

6.3 Auswahl der SNPs

Auf der Grundlage aktueller Daten des HapMap-Konsortiums wurde unter circa 100
SNPs eine Auswahl représentativer SNPs ermittelt, die die genetische
Gesamtvarianz der APOE-APOC1-Region (Position 44.905 k bis 44.921 k auf
Chromosom 19) in einer Population westeuropaischer Abstammung zu einem
Grofteil (* = 0,8) abdeckt (The International HapMap Consortium, 2007). Die
Untersuchung ergab, dass hierfir die vier SNPs, namlich rs445925, rs584007,
rs1064725 und rs4420638, ausreichend sind, die daraufhin die experimentelle
Grundlage dieser Arbeit darstellten (Abbildung 4).

rs584007 rs1064725
} }
[} [}
rs445925 | | rs4420638
b b
[} [} [
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44.904K 44.906K 44.908K 44.910K 44.912K 44.914K  44.916K 44.918K 44.920K 44.922K  44.924K

Abbildung 4: APOE-APOC1-Genregion in der Bande g13.2 auf Chromosom 19 mit den
Positionen der die Region reprasentierenden SNPs
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6.4 Genotypisierung

Der wesentliche praktische Teil dieser Arbeit bestand in der Genotypisierung der
Studienteilnehmer. Die Ermittlung des Genotyps erfolgte durch die TagMan-Methode,
einer Weiterentwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (Livak, 1999). Das Verfahren
wurde mdglich, nachdem Holland et al. (1991) das Potential der 5'-3-
Exonukleaseaktivitat der Thermus aquaticus DNA Polymerase (Taqg-Polymerase) fur
die genauere Analyse eines DNA-Abschnitts entdeckten. Zu Beginn der Reaktion
steht wie bei einer herkbmmlichen Polymerase-Kettenreaktion die Denaturierung der
DNA-Strange bei 95°C. Daraufhin wird die Temperatur zum sogenannten Annealing
auf 60°C reduziert. Dabei lagern sich ,vorwarts“— und ,rickwarts“- Primer an ihre
Zielsequenzen an. Gleichzeitig bindet nun eine von zwei Sonden. Jedes dieser aus
15-20 Basenpaaren bestehenden Oligonukleotide ist genau komplementar zu einem
Allel. Die Sonden sind an ihrem 5-Ende mit einem unterschiedlichen
fluoreszierenden Farbstoff (Reporter) markiert (FAM = 6-Methylfluoreszin bzw. VIC =
Reporterfarbstoff im Eigentum der Firma Applied Biosystems), dessen Signal
allerdings durch einen Quencherfarbstoff am 3‘-Ende unterdrtickt wird, solange sich
beide innerhalb desselben Molekils befinden. AulRerdem befindet sich am 3’-Ende
ein sogenannter minor groove binder (MGB). Dabei handelt es sich um ein
Dihydrocyclopyrrolindol-Triptid (DPl3), das sich in die kleine Furche der DNA
einlagert und damit die Bindung verstarkt (Kutyavin et al., 2000). Die Tag-
Polymerase beginnt nach der Anlagerung der Primer, einen zum jeweiligen DNA-
Abschnitt komplementaren Strang zu synthetisieren. Trifft sie auf die gebundene
Sonde, spaltet sie diese mittels ihrer 5'-3‘-Exonukleaseaktivitdt. Dadurch werden
Fluoreszenz- und Quencherfarbstoff voneinander getrennt. Das emittierte Signal des
Fluoreszenzfarbstoffs wird nun nicht mehr durch den Quencherfarbstoff unterdrickt.
Die jeweils andere Sonde hat auch die Mdglichkeit, an den polymorphen Abschnitt zu
binden, da sich dieser nur in einer Base unterscheidet. Die Bindung ist allerdings
schwach, wegen des Fehlens einer vollstandigen Komplementaritat. Daher wird die
Sonde wieder verdrangt, sobald die Tag-Polymerase diesen Abschnitt polymerisiert.
Das verdrangte Fluoreszenzsignal der verdrangten Sonde wird so weiterhin
unterdriickt. Auf diese Weise wird an einem Template nur ein Sondentyp hydrolysiert
und damit - im homozygoten Fall - nur ein Reporter aktiviert, wahrend bei
Heterozygotie beide Reporter aktiviert werden, sodass ein gemischtes Signal
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entsteht. In insgesamt 40 Zyklen wird der gesuchte DNA-Abschnitt amplifiziert.
Gleichzeitig entsteht so eine dazu direkt proportionale Menge an freiem
Fluoreszenzfarbstoff, der dem jeweiligen Genotyp entspricht. Die TagMan-Methode
ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der TagMan-Methode; In der gezeigten Situation
liegt ein DNA-Strang vor, zu dem die FAM-Sonde (Sonde 1) vollstandig komplementér ist;
deshalb wird die FAM-Sonde hydrolysiert und ein FAM-Reportersignal erzeugt
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Zur Genotypsierung wurden neben der DNA der Studienteilnehmer folgende
Komponenten verwendet: Primer und Sonden (Applied Biosystems, Darmstadt),
Mastermix (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) und Wasser. Die Sequenzen der
Primer und Sonden waren vor Beginn dieser Arbeit durch die Primer Express
Software, Version 2.0 (Applied Biosystems) ermittelt worden und werden in Tabelle 3
aufgefihrt. Die Herstellung der Primer und Sonden erfolgte durch Applied
Biosystems. Der Mastermix setzte sich aus AmpliTag Gold® DNA Polymerase, den
Desoxyribonukleosidtriphosphaten, einem passiven Standard und optimierten

Pufferkomponenten zusammen.

30


https://www.google.de/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiOz7LGxrjLAhVjMJoKHfVdDwQQmxMIjQEoATAP

Tabelle 3: Nukleotidsequenzen der Primer und TagMan-Sonden

SNP Allele Primer (56'—3") Sonden (5'—3")
CAGCTTGGGTGACAGAGTGAGA FAM- CAAAGAGCCCCCTTT
rs445925 C>T
ACCCAGCAACCATCCACAGA VIC-  ACAAAAAGCCCCCTTT
GGGGACGGATGTAGTGATGGT FAM- TCTATCTGCTCTTATTCAC
rs584007 G>A
GCTCTGCGTGTAGTGCCCTTCT VIC- CTCTATCTGCTITTATTCA
GAAGGAGAAACTCAAGATTGACTCATGTC FAM- ACTCCCTCCATGTGG
rs1064725 >G
CCCAGAGTAAAGAAGCACTCA VIC- ACTCCCGCCATGTG
GTCACACAGCCAGGAAGTAGAGAAC FAM- ACTTTTCCTAGTGTGGTCT
rs4420638 A>G

GAGAGAGTGAGTCTGCCTCAAAACA

VIC- TTTTCCTGGTGTGGTCT

FAM: 6-Methylfluoreszin; VIC: Reporterfarbstoff im Eigentum der Firma Applied Biosystems
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Die TagMan-Methode wurde folgendermal3en umgesetzt: Es wurde eine Lésung der
Komponenten von insgesamt 1500 ul hergestellt, die fir 100 Bestimmungen
ausreicht. Diese enthielt 565 pl H20, 850 ul Mastermix (Thermo Fisher Scientific),
25,5 pl ,vorwarts“-Primer (Konzentration: 20 pM), 25,5 ul ,rdckwarts“-Primer
(Konzentration: 20 uM), 17 ul Sonde 1 (Konzentration: 10 uM) und 17 pl Sonde 2
(Konzentration: 10 pM). Sonde 1 war mit dem Reporterfarbstoff FAM (6-
Methylfluoreszin) und Sonde 2 mit dem Reporterfarbstoff VIC (Reporterfarbstoff im
Eigentum der Firma Applied Biosystems) markiert. Nun wurden jeweils 15 pl Lésung
in die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte der Firma Kisker (Steinfurt) pipettiert. In 90
der 96 Vertiefungen, wurden je 2 ul der DNA von Probanden pipettiert, deren
Genotyp bestimmt werden sollte. Jeweils zweimal pro Platte wurden in die
Vertiefungen je 2 ul DNA von zwei Probanden gegeben, deren Genotyp zuvor durch
Sequenzanalyse ermittelt worden war, wobei einer der beiden homozygot fur das
haufigere und der andere homozygot fur das seltenere Allel war (Standard-DNA). In
die verbleibenden beiden Vertiefungen wurden jeweils 2 pl Wasser pipettiert, um ein
Mald fur die Grundfluoreszenz zu erhalten (Negativkontrollen). Die 96-Loch-Platte
wurde mit einer Folie abgedichtet und zehn Sekunden bei 3.000 Umdrehungen pro
Minute in einer Zentrifuge, Modell 5430, der Firma Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)
zentrifugiert, um die gesamte Flissigkeit am Boden des Gefal3es zu konzentrieren.
Die TagMan-Reaktion wurde in einem 2720 Thermal Cycler oder einem GeneAmp
PCR System 9700 von Applied Biosystems durchgefiihrt. Die Denaturierungsphase
bei 95°C betrug 15 Sekunden. Das Programm zur Anlagerung der Primer und
Sonden und die nachfolgende DNA-Synthese dauerte eine Minute und wurde bei
60°C durchgefihrt. 40 dieser Zyklen erwiesen sich als ausreichend um die
erforderliche Signalstarke zu erreichen. Danach wurde die Platte wiederum zehn
Sekunden lang bei 3.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, um die Flissigkeit
wiederum am Boden des Gefalles zu konzentrieren. Die Auswertung der
Fluoreszenzsignale erfolgte im ABI PRISM 7000 Sequenz Detection System (Applied
Biosystems). Dabei wurden die Fluoreszenzfarbstoffe durch eine Lichtquelle via
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) angeregt (Bustin, 2000). Eine
Kamera nahm das Fluoreszenzsignal jeder Probe auf. AnschlieBend wurden alle
Signale in einem Diagramm dargestellt. Auf den Achsen des Diagramms befanden
sich die beiden unterschiedlichen Fluoreszenzsignale. Dadurch ergaben sich drei klar

abtrennbare Punktwolken, bei denen sich entweder einer der beiden homozygoten
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oder ein heterozygoter Genotyp unterschieden liel3. Beispielhaft ist die Auswertung
anhand von rs445925 in Abbildung 6 dargestellt.

Allelic Discrimination
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Allele Y (CC)
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Abbildung 6: Auswertung der Fluoreszenzsignale am Beispiel von rs445925. Die
homozygoten Genotypen sind durch blaue Rauten beziehungsweise rote Kreise
gekennzeichnet, wahrend ein heterozygoter Genotyp durch ein grines Dreieck
charakterisiert wird. Die grauen Quadrate reprasentieren die beiden Negativkontrollen (NTC:
NO Template Control)

Die Auswertung wurde durch den Verfasser dieser Arbeit sowie einen Betreuer
dieser Arbeit vorgenommen und erfolgte unabhangig voneinander. Es lag keine
Kenntnis Uber die Zuordnung zu Fall- und Kontrollgruppe vor.

6.5 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden von einem Betreuer dieser Arbeit durchgefiuhrt.
Allel- und Haplotyph&aufigkeiten werden absolut und prozentual bezogen auf Fall- und
Kontrollgruppe angegeben. Sie wurden mittels Chi-Quadrattest verglichen. Das
durchschnittliche Alter der Gruppen wurde als Mittelwert mit zugehoriger
Standardabweichung angegeben und durch einen t-Test ungepaarter Stichproben
verglichen. Um zu prifen, ob eine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWG) fiur die Studienpopulation vorliegt, wurde in der Kontrollgruppe
die Genotypenverteilung fur jeden SNP unter Verwendung eines Signifikanzniveaus
von 5 % geprift. Aus den Ergebnissen der Genotypenverteilung wurden per PHASE-
Software (Stephens et al., 2001) die Haplotypen ermittelt, die mit einer Haufigkeit von
mindestens einem Prozent auftreten. Mittels logistischer Regression wurden die
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Quotenverhaltnisse (OR) mit den entsprechenden 95%-Konfidenzintervallen (95%-
KI) fur jedes haufigere Allel berechnet. Die Wahrscheinlichkeiten der einzelnen
Haplotypen, bezogen auf jeden Probanden, wurden in einer logistischen Regression
auf eine Assoziation mit dem MI geprift und die Haufigkeiten der Haplotypen

berechnet.
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7 Ergebnisse

7.1 Genotypverteilung und Allelrisikobewertung der SNPs

Bei 4.868 Personen, die die gesamte Studienpopulation bildeten, wurde die
Genotypverteilung der vier SNPs rs445925 (C>T), rs584007 (G>A), rs1064725 (T>G)
und rs4420638 (A>G) bestimmt (Tabelle 4). Bei 20% der Studienteilnehmer wurde
von einem Betreuer dieser Arbeit nochmals unabhangig der Genotyp gepruft, wobei
kein Widerspruch zwischen Erst- und Zweitbestimmungen auftrat. Nach der finalen
Genotypzuordnung erfolgte die Offenlegung von Fall- und Kontrollgruppe (3.657
Falle, 1.211 Kontrollen). Zur Ermittlung des Risikos wurden zunachst die
Allelfrequenzen aus den Genotypverteilungen bestimmt. Fir das haufigere Allel
wurde jeweils die OR mit zugehodrigem 95%-KI berechnet und unter Anwendung

eines Signifikanzniveaus von p<0,05 geprift.

Tabelle 4: Genotypverteilung der SNPs in Fall- und Kontrollgruppe

SNP Allele Gruppe Genotyp NN  Genotyp Nn  Genotyp nn  prwe”
Fallgruppe 3004 (82,1) 616 (16,8) 37 (1,0)
rs445925 C>T 0,16
Kontrollgruppe 953(78,7) 248 (20,5) 10 (0,8)
Fallgruppe 1473 (40,3 1677 (45,9 507 (13,9
rs584007 G>A S ( ) ( ) ( ) 0,89
Kontrollgruppe 508 (41,9) 551 (45,5) 152 (12,6)
Fallgruppe 3262 (89,2 380 (10,4 15 (0,4
rs1064725 T>G Jripp ( ) ( ) (0.4) 0,55
Kontrollgruppe 1094 (90,3) 113 (9,3) 4(0,3)
Fallgruppe 2465 (67,4) 1080 (29,5) 112 (3,1)
rs4420638 A>G 0,17
Kontrollgruppe 813 (67,1) 367 (30,3) 31 (2,6)

Die Daten sind absolut und (prozentual) von Fall- und Kontrollgruppe angegeben;
#Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) in der Kontrollgruppe wurden
mittels Chi-Quadrat-Test ermittelt; die p-Werte sind aufgefuhrt; N = haufigeres Allel; n =

selteneres Allel
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7.1.1 rs445925 (C>T)

Beim Vergleich der Allelfrequenzen zwischen Fall- und Kontollgruppe ergab sich ein
signifikant (p=0,019) erhdhter Anteil des C-Allels in der Fallgruppe. Die OR wurde fur
dieses Allel auf einen Wert von 1,19 (95%-KI: 1,03-1,39) quantifiziert. Damit ist das
haufigere Allel von rs445925 signifikant mit dem erhdhten Auftreten eines M
assoziiert (Abbildung 7). Bezlglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts lag in der
Kontrollgruppe keine signifikante Abweichung vor (p>0,05) (Tabelle 4).
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Abbildung 7: Prozentuale Allelverteilung der SNPs in Fall- und Kontrollgruppe; OR fir das
haufigere Allel angegeben; *signifikanter Unterschied bei rs445925 (das haufigere Allel stellt
ein Risikoallel dar)
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7.1.2 rs584007 (G>A), rs1064725 (T>G), rs4420638 (A>G)

Beim Vergleich der Allelfrequenzen zwischen Fall- und Kontollgruppe ergab sich bei
den SNPs rs584007 (G>A), rs1064725 (T>G) und rs4420638 (A>G) keine signifikant
unterschiedliche Verteilung (p>0,05). Damit ist keines der Allele der drei SNPs
signifikant mit einem haufigeren Auftreten eines MI assoziiert (Abbildung 7).
Bezuglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts lag bei diesen drei SNPs keine
signifikante Abweichung in der Kontrollgruppe vor (p>0,05) (Tabelle 4).

7.2 Haplotypanalyse und Risikoabschéatzung

Die Abfolge der SNPs in den Haplotypen orientiert sich an deren Lage im APOE-
APOC1-Genbereich (Abbildung 4): rs445925 (C>T), rs584007 (G>A), rs1064725
(T>G), rs4420638 (A>G). Die sechs haufigsten Haplotypen CGTA, CATA, CGTG,
TGTA, CAGA und TGTG wiesen eine Frequenz von mehr als einem Prozent in der
Versuchspopulation auf. Fur jeden Genotyp wurde das Risiko fur einen MI mit der
Gesamtheit der tbrigen Haplotypen verglichen. Das Ergebnis der Haplotypanalyse

wird in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Analyse der sechs haufigsten Haplotypen und deren Risikobewertung

Fallgruppe Kontrollgruppe

Haplotyp (7314 Haplotypen) (2422 Haplotypen) OR (95%-KI)* p-Wert
CGTA 0,373 0,373 1,00 (0,91-1,10) 0,99
CATA 0,310 0,303 1,04 (0,94-1,14) 0,50
CGTG 0,164 0,163 1,01 (0,89-1,15) 0,86
TGTA 0,083 0,097 0,84 (0,71-0,98) 0,025*
CAGA 0,056 0,050 1,13 (0,91-1,39) 0,26
TGTG 0,012 0,013 0,88 (0,58-1,32) 0,53

%0OR-Wert und 95%-KI fur den jeweiligen Haplotyp;
* Signifikanter Haplotyp mit p<0,05 im Chi-Quadrat-Test
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Die OR der sechs haufigsten Haplotypen mit entsprechendem 95%-Kl sind in
Abbildung 8 veranschaulicht. Fir die Allelkombination TGTA ergab sich eine
signifikante Risikoreduktion (p=0,025) hinsichtlich eines Ml verglichen mit der
Summe der anderen Haplotypen. Diese Kombination fand sich bei 8,3 % der
Patienten in der Fallgruppe und in 9,7 % der Personen in der Kontrollgruppe. Die OR
wurde auf 0,84 berechnet bei einem 95%-KI von 0,71 - 0,98. Dadurch verringert sich
fur die Allelkonfiguration TGTA das Risiko fur das Auftreten eines MI um
durchschnittlich 16 %.

Haplotyp p-Wert
CGTA —_— 0,99
CATA e 0,50
CGTG } 0,86
TGTA } 0,025*
CAGA 4 0,26
TGTG } 0,53

0.‘4 0.‘5 0‘.6 0‘.7 0‘.8 0[9 1 111 1[2 113 1.‘4 1.‘5 1.‘6

Abbildung 8: OR der einzelnen Haplotypen mit zugehoérigen 95%-KI; *Signifikanter Haplotyp
mit einem gegeniber der Summe der anderen Haplotypen signifikant niedrigerem MI-Risiko
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8 Diskussion

Eine Vielzahl von publizierten Befunden legt nahe, dass die APOE-APOC1-
Genregion mit der KHK assoziiert ist (Tabelle 1). Um den Zusammenhang zwischen
der genetischen Variabilitat dieser Genregion und dem KHK-Risiko im Vergleich zu
bisherigen Studien besser abschatzen zu konnen, wurde neben der einzelnen
Analyse von vier SNPs, welche die genetische Varianz der APOE-APOC1-Genregion
zu einem Groldteil reprasentieren, eine Haplotypanalyse durchgefihrt. Die
vorliegende Arbeit basiert dabei auf sehr zuverlassigen Daten, da der Arbeit eine
relativ grof3e Versuchspopulation von 4.868 Personen zugrunde liegt, wobei bei allen
Versuchsteilnehmern der Koronararterienstatus mittels eines Linksherzkatheters
untersucht wurde. Wahrend in der Fallgruppe so ein Ml bestatigt wurde, bestand die
Kontrollgruppe nur aus Personen, die eine héchstens zehnprozentige Verengung der
Koronararterien aufwiesen. Somit wurde nicht nur zwischen Personen mit und ohne
MI unterschieden, sondern zwischen Personen mit bestatigtem MI und Personen,
deren Koronargefal3e weitgehend frei von Atherosklerose waren. Dies bedeutet eine
genauere Zuordnung. Um eine sichere Allelbestimmung zu gewahrleisten, wurden
20% der Proben ein zweites Mal unabhangig untersucht. Dabei gab es keinen
Widerspruch zwischen Erst- und Zweitbestimmung.

In einem ersten Schritt wurden die SNPs einzeln auf eine Assoziation mit dem Mi
untersucht. In der Folge wurde das kombinierte Risiko mittels Haplotypanalyse
berechnet. Die vier fur die APOE-APOC1-Genregion reprasentativen SNPs waren
rs445925 (C>T), rs584007 (G>A), rs1064725 (T>G) und rs4420638 (A>G). Lediglich
der SNP rs445925 war mit dem MI-Risiko assoziiert ist. Das haufigere Allel dieses
SNP erwies sich als Risikoallel. In der anschlieRenden Haplotypanalyse, unter
Verwendung der vier SNPs, zeigte sich, dass unter den sechs haufigsten
Allelkombinationen (Haufigkeit > 1%) ausschliel3lich der Haplotyp TGTA im Vergleich
zur Summe der ubrigen Haplotypen eine signifikante Risikoreduktion bezuglich des
MI aufweist.
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8.1 Vergleich der Haplotypanalyse mit der Untersuchung einzelner
SNPs

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Frage zu beantworten, ob eine Haplotypanalyse
im Fall der APOE-APOC1-Genregion der Untersuchung einzelner SNPs beziiglich
der Assoziation mit dem MI Uberlegen ist. Dies ware dann gegeben, wenn sie im
Vergleich zur Untersuchung einzelner SNPs einen Informationszuwachs generierte.
In der vorliegenden Arbeit war bei der Analyse der sechs haufigsten Haplotypen der
vier untersuchten SNPs lediglich die Kombination TGTA im Sinne einer
Risikoreduktion signifikant mit einem verringerten MI-Risiko assoziiert. Der p-Wert
wurde auf 0,025 berechnet. Die OR ergab einen Wert von 0,84 (95%-KI: 0,71-0,98).
An der ersten Stelle dieses Haplotyps befindet sich das seltenere Allel (T) von
rs445925, fur das in der vorliegenden Arbeit ein protektiver Effekt bezuglich des MI-
Risikos nachgewiesen wurde. Es ist daher anzunehmen, dass auch der Haupteffekt
dieses Haplotyps von rs445925 ausgeht. Dies bedeutet jedoch nicht, dass rs445925,
oder nur rs445925, die Grundlage fur die Assoziation des Genlocus mit der KHK ist,
da dieser SNP in der vorliegenden Haplotypanalyse lediglich als Stellvertreter fur alle
mit ihm gekoppelten SNPs (r220,8) steht. Somit konnte der Haupteffekt der
Assoziation der APOE-APOC1-Genregion mit der KHK auch von einem oder
mehreren Stellvertretern von rs445925 ausgehen. Interessant wére es in einer
weiteren Untersuchung zu prifen, ob der Haplotyp GTA ohne das T-Allel von TGTA
auch einen protektiven Effekt bezogen auf das MI-Risiko aufweist; dies wéare insofern
denkbar, da der haufigste Haplotyp CGTA auch GTA enthéalt und den Risikoeffekt
des C-Allels von rs445925 neutralisiert. Der sechsthaufigste Haplotyp TGTG enthalt
wie der Risikohaplotyp TGTA das seltenere Allel von rs445925. Die OR von 0,88
deutet auch fur diesen Haplotyp einen protektiven Effekt bezlglich des MI an,
allerdings kommt er zu selten vor (1,2-1,3%) um in einer Studienpopulation wie in der
der vorliegenden Arbeit statistische Signifikanz zu erlangen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Haplotypanalyse der Untersuchung
mit einzelnen SNPs im Fall der APOE-APOC1-Genregion nicht tberlegen ist. Ein
Grund dafur ist, dass in der vorliegenden Arbeit kein nennenswerter
Wissenszuwachs Uber den der klassischen Untersuchung einzelner SNPs hinaus

entstand.
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8.2 Gegenuberstellung der Ergebnisse dieser Arbeit und der

aktuellen Studienlage

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit mit Studien in Beziehung gesetzt,
die dieselben SNPs wie in der vorliegenden Arbeit auf eine Assoziation mit dem
kardiovaskularen Risiko untersuchten. Zuerst folgen Studiendaten, welche die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beziglich des Verhéaltnisses zwischen den SNPs
und dem KHK-Risiko bekraftigen. Anschlie3end werden Publikationen angefuhrt, bei
denen sich beim Vergleich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
widerspruchliche Aussagen bezuglich der SNPs und dem KHK-Risiko ergeben.
Zuletzt werden Studien diskutiert, die die SNPs hinsichtlich der Assoziation mit
Biomarkern analysierten, welche fur die Atherosklerose bedeutsamen sind.

8.2.1 Studien mit zu der vorliegenden Arbeit konkordanten Ergebnissen

Bis et al. (2011) untersuchten in einer Metaanalyse genomweiter Assoziationsstudien
(GWAS) mit insgesamt 31.211 Teilnehmern europaischer Abstammung und einer
anschlieBenden Studie mit 11.273 Teilnehmern européaischer Abstammung die
Assoziation genetischer Varianten mit der KHK und der Intima-Media-Dicke der
Karotiden bzw. dem Auftreten von Plaque in den Karotiden (Meta-analysis of
genome-wide association studies from the CHARGE consortium identifies common
variants associated with carotid intima media thickness and plaque). FiUr das
haufigere Allel von rs445925 deutete sich in dieser Studie bei einem p-Wert von 0,02
und einer OR von 1,11 (95%-KI: 1,02-1,20) eine Assoziation mit einem erhdhten
KHK-Risiko an. Aul3erdem war das seltenere Allel von rs445925 signifikant
(p=1,7x10®) mit einer geringeren Intima-Media-Dicke der Karotiden assoziiert. Dieser
Befund ist einerseits wichtig, da ein klarer Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Atherosklerose in den Karotiden und den Koronararterien besteht (Lorenz et al.,
2007). Andererseits wird das haufigere Allel von rs445925 nicht nur im Einklang mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit erstmalig als Risikoallel fur die KHK
bestétigt, sondern es deutet fur diesen SNP, aufgrund der Assoziation mit einer
zunehmenden Intima-Media-Dicke der Karotiden, eine generelle Bewandtnis in der
Pathogenese der Atherosklerose an. Die Studienergebnisse werden allerdings
dadurch limitiert, dass kein einheitliches Ultraschallprotokoll in den beteiligten
Teilstudien der Metaanalyse von Bis et al. (2011) verwendet wurde. So war eine
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atherossklerotische Plaque in den meisten Teilstudien als jedwedes Plaque-
Vorkommen definiert, wahrend in einigen eine mehr als 25-prozentige Stenosierung
vorliegen musste. Zusatzlich wurde in nur wenigen Teilstudien die maximale innere
Intima-Media-Dicke der A. carotis gemessen, die im Vergleich mit der
durchschnittlichen Intima-Media-Dicke eine bessere Risikoklassifikation beziglich
kardiovaskularer Krankheiten zulésst (Polak et al., 2011). Die Daten von Bis et al.
(2011) lassen sich aufgrund dieser Tatsachen nur bedingt mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit in Beziehung setzen.

Shiffman et al. (2008) testeten 17.576 SNPs in drei aufeinander folgenden Fall-
Kontrollstudien bei Populationen européischen Ursprungs auf eine Assoziation mit
dem MI (Analysis of 17,576 potentially functional SNPs in three case—control studies
of myocardial infarction). Die erste Versuchspopulation enthielt 762 Falle und 857
Kontrollen, die zweite 579 Falle und 1.159 Kontrollen und die dritte 475 Falle und 619
Kontrollen. Alle SNPs, fur die sich in der ersten Studie eine Assoziation mit dem Ml
ergeben hatte, wurden in der zweiten Studie getestet; alle SNPs, die auch dort eine
Assoziation mit dem MI aufwiesen, wurden wiederum in der dritten Studie untersucht.
In der Studie von Shiffman et al. (2008) wurde unter anderem auch rs439401
verwendet, der zu 100% mit rs584007 korreliert und der stattdessen in der
vorliegenden Arbeit getestet wurde. Das seltenere Allel von rs439401 war in den
ersten beiden Fall-Kontrollstudien signifikant (p=0,03; p=0,01) mit einem erhdhten
Auftreten des MI assoziiert. In der dritten Fall-Kontrollgruppe war keine Assoziation
nachweisbar. Zwar wurde in den beiden pralimindren Studien jeweils ein anderes
Ergebnis erzielt als in der vorliegenden Arbeit, jedoch stimmt das Ergebnis der
entscheidenden dritten Studie mit dem der vorliegenden Arbeit tUberein.

Teslovich et al. (2010) suchten in einer gro3en Metaanalyse mit mehr als 100.000
beteiligten Personen europaischer Herkunft nach SNPs, die mit veranderten
Plasmalipidkonzentrationen und der KHK assoziiert sind (Biological, clinical, and
population relevance of 95 loci for blood lipids). Die so evaluierten SNPs wurden
anschlieBend auch in drei weiteren Versuchspopulationen getestet: einer
ostasiatischen Population mit mehr als 15.000 Beteiligten, einer stdasiatischen
Population mit mehr als 9.000 Beteiligten und einer afroamerikanischen Population
mit mehr als 8.000 Studienteilnehmern. In der Versuchspopulation mit europaischer
Abstammung waren 24.607 Personen mit KHK und 66.197 ohne KHK enthalten.

Anhand dieser Versuchsgruppe wurde getestet, ob die SNPs, die mit veranderten
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Plasmalipidkonzentrationen assoziiert waren, auch mit der KHK in Zusammenhang
standen. Dabei wurde rs439401 bezuglich der genannten Assoziationen evaluiert.
rs439401 steht im kompletten Kopplungsungleichgewicht mit dem in der
vorliegenden Arbeit stattdessen verwendeten rs584007; beide befinden sich im
intergenen Raum zwischen dem APOE- und dem APOC1-Gen. Fir rs439401 lag in
der Studie von Teslovich et al. (2010) keine Assoziation mit einem veranderten KHK-
Risiko vor. Damit verhéalt sich das Ergebnis in der Studie von Teslovich et al. (2010)
konkordant zu dem beztiglich rs584007 in der vorliegenden Arbeit. Auch hier bestand

keine Assoziation mit einem erhdhten MI-Risiko.

8.2.2 Studien mit zu der vorliegenden Arbeit diskonkordanten Ergebnissen
Willer et al. (2008) suchten in einer Metaanalyse dreier GWAS mit insgesamt 8.816
Versuchsteilnehmern europaischer Abstammung und einer Folgestudie mit 11.569
Probanden europaischer Abstammung nach genetische Varianten, die einen Einfluss
auf das KHK-Risiko sowie die Fettzusammensetzung im Blut haben (Newly identified
loci that influence lipid concentrations and risk of coronary artery disease). Das
seltenere Allel von rs4420638 war in dieser Studie signifikant (p=1,0x10) mit einem
gesteigerten Risiko fir die KHK verknipft. Dies steht im Widerspruch zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, bei denen sich keine Assoziation von
rs4420638 mit einem erhéhten MI-Risiko ergab.

Elliott et al. (2009) forschten in einer GWAS mit 17.967 Probanden und einer
Replikationsstudie mit 14.747 Versuchsteilnehmern, die bis auf einen geringen Anteil
an Personen indischer Abstammung Uberwiegend europaischer Herkunft waren,
nach genetischen Varianten, die mit erhdhten Werten an C-reaktivem Protein (CRP)
im Blutplasma assoziiert sind. In einem zweiten Schritt testeten sie in einer
Metaanalyse mit 14.365 Personen mit KHK in der Fallgruppe und 32.069 Personen
in der Kontrollgruppe, ob die so evaluierten SNPs eine Assoziation mit der KHK
aufweisen. Den Versuchspopulationen lag dabei keine homogene Abstammung
zugrunde (Genetic loci influencing C-reactive protein levels and risk of coronary heart
disease). Das seltenere Allel von rs4420638 war in dieser Studie mit einem erhdhten
KHK-Risiko assoziiert. Eine solche Assoziation wurde in der vorliegenden Arbeit fur
den MI nicht nachgewiesen. Daher stehen die Ergebnisse von Elliott et al. (2009) im

Widerspruch zu denen der vorliegenden Arbeit.
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In der bereits erwahnten Studie von Teslovich et al. (2010) (Biological, clinical, and
population relevance of 95 loci for blood lipids) wurde rs4420638 wiederum auf eine
Assoziation mit der KHK untersucht. Das seltenere Allel von rs4420638 war dabei
signifikant (p<0,001) mit einem hoheren KHK-Risiko assoziiert. Dies steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da in letzterer kein
Zusammenhang von rs4420638 mit einem erhohten KHK-Risiko bestand.
Waterworth et al. (2010) forschten in einer Metaanalyse von acht GWAS mit
insgesamt 17.723 Teilnehmern européischer Abstammung nach genetischen
Varianten, die mit den Plasmalipidkonzentrationen assoziiert waren (Genetic variants
influencing circulating lipid levels and risk of coronary artery disease). Die auf diese
Weise evaluierten SNPs wurden in einer Replikationsstudie mit 37.774 Personen
europaischer Abstammung und in einer Population 9.665 Beteiligter indischer
Abstammung getestet. In einer Metaanalyse von neun Fall-Kontrollstudien zur KHK
mit 9.633 Fallen und 38.684 Kontrollen européischer Abstammung analysierten
Waterworth et al. die mit den Plasmalipidkonzentrationen assoziierten SNPs auf
einen Zusammenhang mit der KHK. Das seltenere Allel von rs4420638 war in dieser
Metaanalyse signifikant (p=1,5x10°) mit einem erhéhten KHK-Risiko assoziiert. Auch
viele weitere SNPs in fur die Atherosklerose relevanten Genregionen waren in dieser
Studie mit einem erhohten KHK-Risiko assoziiert. Beispielhaft seien hier rs515135
auf Chromosom 2 an Position 21.2 in der Nahe des APOB-Gens und rs9989419 auf
Chromosom 16 an Position 55.5 in der Nahe des CETP-Gens genannt. Die einzelnen
Studienergebnisse beziglich dieser Assoziation waren bei rs4420638 allerdings sehr
unterschiedlich, was sich in einem signifikanten p-Wert von 0,02 fur die Heterogenitat
niederschlug. Zuséatzlich gab es in den einzelnen Studien Unterschiede bei der
Definition der KHK. Daher lasst sich die Verknipfung des selteneren Allels von
rs4420638 mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko nur unter Vorbehalt
herstellen. Die Studienergebnisse von Waterworth et al. (2010) widersprechen den
Resultaten der vorliegen Arbeit, da in dieser keine Assoziation von rs4420638 mit
einem veranderten KHK-Risiko vorlag.

Kathiresan et al. (2008) analysierten bei 5.414 Teilnehmern europaischer
Abstammung der Malmé Diet and Cancer Study SNPs in 9 Genregionen auf eine
Assoziation mit ver&nderten HDL- und LDL-Werten und versuchten durch die
kombinierte Analyse verschiedener Genotypen eine bessere Risikoeinschéatzung
bezuglich der KHK zu erstellen (Polymorphisms associated with cholesterol and risk
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of cardiovascular events). Dazu wurden aus der Versuchspopulation 4.232 Personen
ausgewabhlt, fur die die Konzentrationen der einzelnen Blutfette vorlagen und die
bisher keinen MI oder Schlaganfall erlitten hatten. Nach einer medianen
Nachbeobachtung von 10,6 Jahren wurde fur 238 Personen dieser
Versuchspopulation ein .kardiovaskulares Ereignis* angegeben. Als
,kardiovaskulares Ereignis“ zahlten hier ein Uberlebter MI, ein ischamischer
Schlaganfall und Tod aufgrund einer KHK. Die so gewonnenen Daten wurden mit der
Kombination der Allele der SNPs, fur die eine Assoziation mit erhéhten LDL- oder
erniedrigten HDL- nachgewiesen wurde, in Beziehung gesetzt. Der Zweck war dabei
zu einer besseren Risikovorhersage fur das ,erste kardiovaskularen Ereignis® zu
gelangen. Insgesamt waren die Risikoallele von neun SNPs in der Abschatzung des
kardiovaskularen Risikos enthalten, darunter neben dem selteneren Allel von
rs4420638 auch beispielsweise die Risikoallele von rs693 im kodierenden Bereich
des APOB-Gens und rs688 im kodierenden Bereich des LDL-Rezeptor-Gens. Die
Analyse dieser Allelkombinationen zeigte eine Risikovorhersage fur das ,erste
kardiovaskulare Ereignis®, die Uber die Vorhersage anhand der Anfangswerte der
Blutfette und bekannter Risikofaktoren hinaus ging. Die Assoziation der
Allelkombinationen mit dem ,ersten kardiovaskularen Ereignis” legt flr das seltenere
Allel von rs4420638 eine Assoziation mit einem erhdhten KHK-Risiko nahe, auch
wenn durch den berechneten Effekt der Allelkombinationen nicht auf die einzelnen
SNPs geschlossen werden kann. Unter Berlcksichtigung dieser Tatsache
widersprechen die Ergebnissen von Kathiresan et al. (2008) denen der vorliegenden
Arbeit, in der keine Assoziation von rs4420638 mit einem erhdhten KHK-Risiko
bestand.

Grallert et al. (2012) eruierten in einer Metaanalyse von funf GWAS mit insgesamt
13.664 Probanden européischer und US-amerikanischer Abstammung einen
mdoglichen Zusammenhang zwischen genetischen Varianten und der Masse und
Aktivitat der Lp-PLA2 (Eight genetic loci associated with variation in lipoprotein-
associated phospholipase A2 mass and activity and coronary heart disease: meta-
analysis of genome-wide association studies from five community-based studies).
SNPs, fur die sich eine solche Assoziation nachweisen liel3, wurden in einer weiteren
Metaanalyse mit mehr als 22.000 Personen mit KHK und/oder MI (Fallgruppe) und
mehr als 60.000 Personen in der Kontrollgruppe auf einen Zusammenhang mit der

KHK bzw. dem MI untersucht. Grundlage dieser Herangehensweise sind Studien, die
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zeigten, dass erhohte Masse und Aktivitdt von Lp-PLA2 Risikofaktoren fur die
Entstehung der Atherosklerose bzw. der KHK sind (The Lp-PLA2 Studies
Collaboration, 2010). Das haufigere Allel von rs4420638 war in der Studie von
Grallert et al. (2012) mit einem geringeren Risiko fur die KHK bzw. den MI assoziiert.
Limitiert wird diese Aussage jedoch dadurch, dass in den Versuch hauptsachlich
symptomatische KHK-Patienten eingingen und nicht-symptomatische Personen mit
KHK eventuell falsch klassifiziert wurden (Grallert et al., 2012). In der vorliegenden
Arbeit bestand im Gegensatz zur Studie von Grallert et al. (2012) keine Assoziation
von rs4420638 mit einem erhdhten MI-Risiko.

8.2.3 Beziehung zwischen Studien zu Biomarkern und den Ergebnissen dieser
Arbeit

In einer GWAS mit 5.244 Teilnehmern europdaischer Herkunft wurde von Trompet et
al. (2011) unter 55.7192 SNPs nach genetischen Varianten geforscht, die mit
veranderten LDL-Werten im Zusammenhang stehen (Replication of LDL GWAs hits
in PROSPER/PHASE as validation for future (pharmaco)genetic analyses). Das
haufigere Allel von rs445925 war in dieser Studie bei einem p-Wert von 2,8x10™°
signifikant mit erhéhten LDL-Werten vergesellschaftet. Erhéhte LDL-Werte stellen
einen zentralen Risikofaktor fur die Entstehung einer KHK dar (Herold, 2012). Somit
ist das haufigere Allel von rs445925 nach der Studie von Trompet et al. (2011) mit
einem Risikofaktor der KHK assoziiert. Dies weist in die gleiche Richtung wie die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, in der das haufigere Allel von rs445925 mit
einem erhohten Risiko fir einen MI assoziiert ist.

Ahnliche Resultate ergaben sich bei Smith et al. (2010) bei der kombinierten Analyse
zweier GWAS: der Bogalusa Heart Study (Louisiana, USA) mit 525 Teilnehmern
europdischer Abstammung und der Young Finns Study mit 2.442 Personen
finnischer Abstammung. Zuerst wurde in der Bogalusa Heart Study nach SNPs
gesucht, die mit Risikofaktoren der KHK assoziiert sind. Die Young Finns Study hatte
den Zweck, diese Assoziationen zu replizieren. (Longitudinal Genome-Wide
Association of Cardiovascular Disease Risk Factors in the Bogalusa Heart Study). In
der Bogalusa Heart Study war rs445925 nicht enthalten. Dort wurde anstatt dieses
SNP rs7412 verwendet. Fur das seltenere Allel von rs7412 ergab sich eine
Assoziation mit verringerten LDL-Werten. Bei der Auswertung der Young Finns Study
war das haufigere Allel von rs445925 signifikant (p=4,1x10™°) mit erhéhten LDL-

Werten assoziiert. rs445925 diente in der Young Finns Study als Stellvertreter far
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rs7412. Da rs445925 und rs7412 nicht in einem starken Kopplungsungleichgewicht
stehen (r?=0,76), stellt dies den Ansatz einer Replikationsstudie jedoch in Frage.
Isoliert betrachtet wird in der Young Finns Study fir das haufigere Allel von
rs445925, aufgrund der Assoziation mit erhdhten LDL-Werten, allerdings eine
Assoziation mit einem Risikofaktor der KHK postuliert. Dies unterstreicht die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, bei der das haufigere Allel von rs445925 mit
einem Endpunkt der KHK, dem MI, assoziiert ist.

In der bereits diskutierten Metaanalyse dreier GWAS von Willer et al. (2008) wurde
der Zusammenhang von genetischen Varianten mit der Fettzusammensetzung im
Blut untersucht. In der ersten Studienpopulation stellte sich bei einem p-Wert von
3,2x10%! eine signifikante LDL-Zunahme fiir das seltenere Allel von rs4420638
heraus. Bei der kombinierten Analyse mit der zweiten Studienpopulation war das
seltenere Allel von rs4420638 wiederum signifikant (p=3,0x10™%) mit einem erhohten
LDL-Spiegel assoziiert. Da das seltenere Allel von rs4420638 in dieser Studie sowohl
mit einer erhohten LDL-Konzentration im Blut als auch mit einem erhdhten KHK-
Risiko assoziiert ist, unterstreicht dies den etablierten Befund, dass erhdhte LDL-
Werte einen Risikofakor der KHK darstellen. In der vorliegenden Arbeit stellte sich ftr
rs4420638 jedoch kein verandertes KHK-Risiko heraus.

Auch beim Vergleich der bereits vorgestellten Metaanalyse von Teslovich et al.
(2010) mit der vorliegenden Arbeit weisen die Ergebnisse nicht in die gleiche
Richtung: Das seltenere Allel von rs4420638 ist in der Studie von Teslovich et al.
(2010) signifikant (p=9x10**") mit erhdhten LDL-Werten in allen untersuchten
Versuchspopulationen (europdaisch, ost- und stdasiatisch) assoziiert. Da erhéhte
LDL-Werte im Blutplasma ein etablierter Risikofaktor der KHK sind, ist eine
Assoziation mit einem erhdhten KHK-Risiko fur das seltenere Allel von rs4420638
theoretisch naheliegend. Eine solche Assoziation wurde von Teslovich et al. (2010)
angegeben. In der vorliegenden Arbeit war rs4420638 jedoch nicht mit einem
veranderten KHK-Risiko verknupft. Ferner wurde in der Studie von Teslovich et al.
(2010) fur das seltenere Allel von rs439401 eine signifikante (p=1x10"%°) Assoziation
mit einer verringerten Konzentration an Triglyceriden festgestellt. Diese Assoziation
war neben der primaren Metaanalyse auch in einer europdischen, ost- und
sudasiatischen Population nachweisbar. Aufgrund der kompletten Korrelation von
rs439401 mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten rs584007 und der

Tatsache, dass erhohte Triglycerid-Werte im Blutplasma einen Risikofaktor der KHK
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darstellen, wirde bei der gedanklichen Verknipfung dieser Resultate ein beztglich
der KHK protektiver Effekt des selteneren Allels von rs584007 naheliegen. Ein
solcher Effekt geht aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht hervor.
In der Studie von Waterworth et al. (2010) (Genetic variants influencing circulating
lipid levels and risk of coronary artery disease) war das seltenere Allel von rs4420638
in der ersten Phase der Arbeit mit einer verringerten HDL-Konzentration (p=2,0x107),
erhohten Triglycerid-Konzentration (p=5,5x10") und erhéhten LDL-Konzentration
(p=1,7x10"*°) im Sinne einer atherogenen Dyslipidamie vergesellschaftet. Allerdings
waren diese Ergebnisse in keiner der Replikationsstudien wiederholbar. Daher
weisen die Ergebnisse von Waterworth et al. (2010) aufgrund des Fehlens einer
Assoziation von rs4420638 mit einer atherogenen Dyslipidamie grof3tenteils in die
gleiche Richtung wie die Resultate der vorliegenden Arbeit: auch hier war keine
Assoziation zwischen rs4420638 und einem erhéhten MI-Risiko feststellbar.

In der bereits erwahnten Studie von Kathiresan et al., (2008) (Polymorphisms
associated with cholesterol and risk of cardiovascular events) ergaben sich fur die
Genotypen AA, AG, GG von rs4420638 beinahe linear ansteigende LDL-Werte.
Kathiresan et al. wiesen jedoch darauf hin, dass zwischen den Cholesterinwerten
und dem Kkardiovaskuldren Risiko nicht zwangslaufig eine lineare Beziehung
vorausgesetzt werden kann, auch wenn die Entwicklung der LDL-Konzentrationen
eine solche Vermutung suggeriert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen
diese Feststellung, da hier kein Zusammenhang zwischen rs4420638 und einem
erhéhten MI-Risiko bestand.

In einer weiteren GWAS mit 19.840 Teilnehmern europaischer Abstammung und
einer Replikationsstudie mit 20.623 Probanden europaischer Abstammung suchten
Kathiresan et al. (2009) nach SNPs, die mit verdnderten Lipidfraktionen im Blut
assoziiert waren (Common variants at 30 loci contribute to polygenic dyslipidemia).
Auch in dieser Arbeit war das seltenere Allel von rs4420638 bei einem p-Wert von
4x10%" mit erhéhten LDL-Werten assoziiert. Da in beiden Studien von Kathiresan et
al. das seltenere Allel von rs4420638 mit einer erhohten LDL-Konzentration
assoziiert war, die wiederum einen Risikofaktor der KHK darstellt, weisen die
Resultate von Kathiresan et al. nicht in die gleiche Richtung wie die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit; hier war keine Assoziation zwischen rs4420638 und einem
veranderten MI-Risiko nachweisbar.
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Aulchenko et al. (2008) untersuchten in einer GWAS mit 16 beteiligten Populationen
europdischer Abstammung einen mdglichen Zusammenhang zwischen genetischen
Varianten und den Konzentrationen von Gesamtcholesterin, LDL, HDL und
Triglyceriden (Loci influencing lipid levels and coronary heart disease risk in 16
European population cohorts). Die Studienteilnehmerzahl variierte abhangig von der
jeweils zu messenden Lipidfraktion zwischen 17.797 und 22.562. Fir das haufigere
Allel von rs439401 wurde ein signifikanter Zusammenhang hinsichtlich eines
erhohten Gesamtcholesterins (p=3,7x10™), erhdhten LDL-Werten (p=1,1x107?),
erhohten Triglycerid-Werten (p=1,8x10-9) und verringerten HDL-Werten (p=2,7x10-3)
ermittelt. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit ist das haufigere Allel von rs439401
mit einer atherogenen Dyslipidamie assoziiert. Dadurch ware fir dieses Allel
theoretisch auch ein erhdhtes KHK-Risiko denkbar, welches in der vorliegenden
Arbeit fur den Stellvertreter rs584007, der mit rs439401 zu 100% korreliert, nicht

bestand.

8.2.4 Bisher keine Studien zu rs1064725

Der SNP rs1064725 wurde bisher nicht im Zusammenhang mit kardiovaskuléren
Krankheiten oder deren Risikofaktoren untersucht. Es ergab sich in der vorliegenden
Arbeit fur diesen SNP keine statistisch signifikante Risikoassoziation mit dem MI.
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9 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund der Bedeutung der APOE-APOC1-Genregion fir das KHK-
Risiko und diesbeziglich uneinheitlicher Studienergebnisse wurde in der
vorliegenden Arbeit die genetische Variabilitat der APOE-APOC1-Genregion
systematisch auf eine Assoziation mit dem MI untersucht. Ziel war es festzustellen,
ob eine Haplotypanalyse auf der Basis von reprasentativen SNPs der Analyse mittels
einzelner SNPs Uberlegen ist. Dazu wurde zuerst auf der Basis von HapMap-Daten
nach SNPs gesucht, die die genetische Variabilitdit der APOE-APOC1-Genregion
zum Grol3teil widerspiegeln, wobei sich die folgenden vier SNPs ergaben: rs445925
(C>T), rs584007 (G>A), rs1064725 (T>G), rs4420638 (A>G). Fur diese SNPs wurde
anschlieBend die Genotypverteilung und die Allelhdufigkeiten mittels TagMan-
Methode bei insgesamt 4.868 Personen ermittelt, wobei die Fallgruppe von 3.657
Patienten mit gesichertem MI gebildet wurde und sich die Kontrollgruppe aus 1.211
Personen mit normalem koronarangiographischen Befund zusammensetzte. Beim
Vergleich der Allel- und Genotypverteilung zwischen den Versuchspopulationen
ergab sich ausschlieB3lich fur rs445925 eine Assoziation mit einem veranderten MI-
Risiko. Das haufigere Allel stellte sich als Risikoallel fir einen MI heraus. Keiner der
anderen SNPs war statistisch signifikant mit dem MiI-Risiko assoziiert. Bei der
Verteilung der Genotypen lag keine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht vor. Um eine Haplotypanalyse auf der Basis der vier untersuchten
SNPs durchzufthren, wurden alle Haplotypen bestimmt, die mit einer Haufigkeit von
mehr als einem Prozent in der Bevélkerung vorkommen. Die sechs so ermittelten
Haplotypen wurden anschlie3end auf eine Assoziation mit dem MI getestet, wobei
sich ausschlie3lich fur die Allelkombination TGTA eine statistisch signifikante
Risikoreduktion hinsichtlich eines Ml zeigte. Es stellte sich heraus, dass eine
Haplotypanalyse gegenuber der klassischen Untersuchung einzelner SNPs fir die
APOE-APOC1-Genregion keine Uberlegenheit bezuglich der Einschatzung des
kardiovaskularen Risikos besitzt.

Bei dem Vergleich von Ergebnissen anderer Studien mit den Resultaten der
vorliegenden Arbeit wurde eine Ubereinstimmung beziiglich rs445925 deutlich. Auch
eine andere Studie postuliert fir das haufigere Allel dieses SNP ein erhéhtes KHK-
Risiko. Fur den zu 100 Prozent korrelierenden Stellvertreter rs439401 von rs584007,

der in der vorliegenden Arbeit analysiert wurde, existieren ebenfalls Ergebnisse, die
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keine Assoziation zu einem verdnderten KHK-Risiko nachweisen. Dagegen
herrschen bezlglich rs4420638 Widerspriche bei dem Vergleich mit anderen
Studien, da mehrere Studien im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit eine Assoziation
dieses SNP mit einem veranderten KHK-Risiko beschreiben.

Zudem weisen einige Studien zur Assoziation von Biomarkern mit den hier
untersuchten SNPs in die gleiche Richtung wie die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit. So war das haufigere Allel von rs445925 beispielsweise in mehreren Studien
mit erhohten LDL-Konzentrationen im Blut, einem Risikofaktor der KHK, assoziiert.
Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da hier das
haufigere Allel von rs445925 mit einem erhdhten MI-Risiko assoziiert war.

Ein besseres Verstdndnis der KHK durch das Erforschen von genetischen
Risikovarianten kann in der Zukunft zu einer genaueren Risikostratifizierung ftr
Personen beitragen, die noch nicht an einer KHK erkrankt sind. Das Wissen um ein
erhohtes KHK-Risiko ermoglicht frihzeitige praventive MalRnahmen, wie eine

Anderung des Lebensstils oder den praventiven Einsatz von Medikamenten.
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