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ZUSAMMENFASSUNG
Die Faktor I G20210A-Mutation als kardiovaskulirer Risikofaktor bei jungen Patienten
Bao Long Tran

Die Faktor II G20210A-Mutation ist ein etablierter Risikofaktor fiir vendse
Thrombosen. Die Bedeutung fiir arterielle Verschliisse ist bislang unklar. Die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob diese Mutation alleine oder in
Kombination mit anderen Risikofaktoren ein erhohtes Risiko fiir Myokardinfarkte
darstellt. Die Besonderheit der Studie liegt bei der Rekrutierung junger Patienten, da
aufgrund der geringeren Auspriagung bzw. Héufigkeit anderer Risikofaktoren in dieser
Gruppe eine Gen-Krankheits-Assoziation deutlicher herausgearbeitet werden kann.

An der Untersuchung nahmen 241 ménnliche Patienten im Alter von 35 bis 45 Jahre
teil, die einen Herzinfarkt erlitten hatten. 239 offensichtlich gesunde Personen dienten
als Kontrollkollektiv. Die Patienten und Kontrollpersonen wurden auf Vorliegen der
Faktor II G20210A-Mutation untersucht. Daneben wurden umfangreiche klinische
Untersuchungen durchgefiihrt und Labordaten erhoben.

Bei der Genotypenverteilung gab es zwischen Patienten und Kontrollen keine
signifikanten Unterschiede: Fiir die Faktor II G20210A-Variante ergab sich ein
Genotypenanteil von 0,9% (2 von 225 Patienten) bzw. 1,7% (4 von 234 Kontrollen).
Aus den eigenen Ergebnissen und der Auswertung zahlreicher Literaturdaten konnte
damit keine eindeutige Beziehung zwischen Genotyp und arteriellem Risiko festgestellt

werden, auch nicht innerhalb der zahlreichen Subgruppenanalysen.
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1. Einleitung
1.1 Definition und Pathogenese des Myokardinfarktes

Unter MI versteht man den "Untergang eines Gewebsbezirks (Nekrose) des Herzens
nach schlagartiger Unterbrechung der Blutzufuhr in den Herzkranzgefden infolge
Koronarthrombose, Embolie in den Koronarien, Koronarsklerose oder Koronarstenose;
je nach Lokalisation unterscheidet man: Hinterwandinfarkt, Seitenwandinfarkt und

Vorderwandinfarkt" (1).

Die Lokalisierung der Nekrose ist abhingig vom Versorgungsgebiet der jeweils
betroffenen Koronararterie (2). Je nach Ausdehnung der Ischémie-Zonen, kommen
transmurale oder subendokardiale Infarzierungen vor. Die stenosierende
Konorarsklerose als letztliche Ursache der Thrombenbildung besitzt im Bereich der
Koronararterien Pridilektionsstellen. Der Ramus descendens der linken Koronararterie
ist die am héufigsten betroffene Koronararterie. An néchster Stelle stehen die rechte

Kranzarterie und dann der Ramus circumflexus der linken Koronararterie (3).

Das Ausmalf der Nekrose wird neben der Lokalisation des Verschlusses und dem davon
abhingigen Myokardareal durch den momentanen Sauerstoffbedarf des Muskels und
dem Vorhandensein bzw. dem Fehlen von Kollateralgefilen bestimmt. Die Dauer der
Minderperfusion des betroffenen Muskelbezirks ist dabei von ausschlaggebender
Bedeutung. Wenn eine Anoxie auftritt, folgt zunichst ein geringer Zeitabschnitt, in dem
die Zellfunktion noch vollstindig unter Ausschopfung ihrer Energiereserven erhalten
bleibt. Sobald mit abnehmendem Energievorrat auch ein Titigkeitsumsatz der Zelle

nicht mehr moglich ist, tritt eine vollstindige Lihmung der Zellfunktion ein (4).

Danach sind Zellschdden noch fiir einen bestimmten Zeitraum reversibel, bevor sie
vollig ihre Funktion aufgeben. Je nach Ausmal} der Energiereserven und je nach
Energiebedarf tritt der Zelltod unterschiedlich schnell ein. Demnach kann man
Lihmungszeit, Wiederbelebungszeit und Zelltod zeitlich unterscheiden. Hier finden
Lysertherapie und perkutane transluminale koronare Angioplasie ihre Berechtigung,
wenn die Diagnose rechtzeitig gestellt wird und die Reperfusion stattfinden kann, bevor
das Stadium des irreversiblen Zelluntergangs erreicht wird. Wenn jedoch der Zeitpunkt
der einsetzenden Therapie zu spit liegt, bildet sich Narbengewebe im Bereich des

untergegangenen Myokards. Elektromechanische Storungen und Insuffizienz der



betroffenen Muskulatur, mit einer daraus resultierenden Storung der Himodynamik sind

die Folgen.

1.2 Auslosermechanismen des Myokardinfarktes

Das Auftreten eines Infarkts wie auch des plotzlichen Herztodes unterliegt einer

zirkadianen Rythmik.

Ungefihr ein Viertel alle MI-patienten erwacht im Zusammenhang mit MI bedingten
Symptomen. In dem 6-Stunden-Intervall zwischen 6 Uhr morgens und 12 Uhr mittags
treten ca. 35% der MI ein (5-7). Dieser morgendliche Gipfel wird dem erhohten
adrenergen Tonus in dieser Zeitphase zugeordnet. Ein indirekter Beweis dafiir ist, da3
dieser ,,morning peak der Ereignisrate bei Patienten nicht nachzuweisen ist, die unter

laufender Betablocker-Therapie ihren MI entwickeln (5,8-10).

Ein zweiter Ereignisgipfel 148t sich ca. 12 Stunden nach dem Aufwachen nachweisen
(11). Er ist jedoch wesentlich schwicher ausgebildet. Die Haufigkeit zwischen O und 6
Uhr betriagt nur 15%. Fiir den MI wurde besonders bei Berufstitigen ein Montagsgipfel
festgestellt (12). Immer wieder wurde die Bedeutung seelischer und ganz besonders
auch korperlicher Belastungen als Ausloser akuter MI diskutiert und vielfach auch
kasuistisch nachgewiesen. Zwei Untersuchungen aus den USA (13) und aus
Deutschland (14) haben dazu wesentliche Erkenntnisse erbracht: Ca. 5% aller akuten
MI diirften ursdchlich mit starker korperlicher Belastung verbunden sein. Extreme
korperliche Anstrengung beinhaltet nach Berechnung beider Autorengruppen ein 3- bis
6-fach erhohtes relatives MI-Risiko, und sie ist somit als wichtiger Ausloser zu
interpretieren. Dieses Risiko besteht jedoch fast ausschlieBlich bei Personen, die sich

sehr unregelméBig korperlich oder sportlich betitigen.

Im Rahmen des MONICA-Projekts (15) wurde in einer Langzeitstudie iiber zehn Jahre
der Zusammenhang zwischen Temperatur und Luftdruck und Auftreten des akuten MI
und koronarbedingten Todesereignissen untersucht. Die Untersuchungen ergaben, daf3
Koronarereignisse am seltensten bei einem Luftdruck von 1016 mbar auftraten. Anderte
sich der Luftdruck um plus/minus 10 mbar, dann bewirkte das einen Anstieg von 11%
bzw. 12%. Wenn die Temperatur um 10° C fiel, dann stieg die Ereignisrate um 13% an.

Diese Einfliisse wirkten unabhiingig. Sowohl das Auftreten des MI als auch das Ereignis



des Koronartodes wurde von ihnen beeinflu3t. Bei élteren Personen und Patienten mit
vorausgehenden Ereignissen war dieser Effekt stirker ausgeprigt. Dariiber hinaus
existieren verschiedene unspezifische Ausloser fiir den akuten MI. Bei diesen handelt es
sich um psychische Erregungen, allgemeine Ermiidung und Einnahme groflerer

Mahlzeiten, jeweils verbunden mit korperlichen Belastungen (16,17).

1.3 Epidemiologie des Myokardinfarktes

Obwohl nach Angaben des statistischen Bundesamtes (1999) die Inzidenz zwischen
1982 und 1997 (18) sank, bleibt der MI eine der hiufigsten Krankheiten in Deutschland

und in anderen westlichen Industrieldndern (Tabelle 1).

Gruppe 1972 1982 1992 1997

Gesamt 70.943 | 82.771 69.940 | 64.840
Minner 45996 | 49.705 | 39.358 | 25.491
Frauen 24.947 33.066 30.582 | 29.349

Tabelle 1. Todesfille bedingt durch Myokardinfarkt in den alten Bundeslidndern (18)

1.4 Grundlagen der Arteriosklerose

MalBgeblich an der Pathogenese des MI, des zerebralen Insults und der chronischen

arteriellen VerschluBBkrankheit sind arteriosklerotische GefaBwandverdndungen (19).

In den meisten Fillen entwickelt sich der akute VerschluB3 einer Koronararterie auf dem
Boden fokaler, arteriosklerotischer Verdnderungen der GefdBwand. Der vollige
thrombotische Verschluf3 einer hochgradigen arteriosklerotischen Stenose 16st beim

Menschen das akute Infarktereignis aus.

Embolien im Rahmen von Herz-Klappenfehlern, entziindliche Veridnderungen und
Koronarspasmen sind viel seltenere Ursachen fiir den VerschluB der

Koronargefdae.Wéahrend bei Erwachsenen die meisten MI auf einer Koronarsklerose



beruhen, sind bei Neugeborenen und Kindern hiufiger entziindliche Veridnderungen und

Embolien die Ursache (20).

Nach der World Health Organization (21) ist die Arteriosklerose eine variable
Kombination von Intimaverdnderungen, die aus herdférmigen Ansammlungen von
Lipiden, komplexen Kohlehydraten, Blutbestandteilen, Bindegewebe und
Kalziumablagerungen bestehen und mit Verdnderungen der Arterienmedia verbunden
sind. Aus diesen Intimaveridnderungen konnen sich nach und nach fibrose Plaques
bilden. In den fibrosen Plaques und in ihrer ndheren Umgebung konnen zusitzlich

Nekrosen auftreten (22).

Die Arteriosklerose ist nosologisch vielformig. Sie umfafit einen morphologischen
Symptomenkomplex und bildet ihre Gesamtauspriagung in einem chronischen Prozef3

aus (23).

Das arteriosklerotische Geschehen entwickelt sich klinisch latent iiber einen Zeitraum
von mehreren Jahren bis Jahrzehnten. Danach manifestiert es sich vorwiegend durch
Thromboembolien, Gefdllverschliisse, Aneurysmata und deren Folgen an Herz, Gehirn
und unteren Extremititen (24). Pradilektionsstellen fiir die Entstehung eines
arteriosklerotischen Prozesses sind die Herzkranzarterien, die Hirnarterien, die
Karotisgabel an ihrer Aufteilung in die Arteriae carotes interna und externa, die Aorta
und die Arteriae iliacae. Da, wo sich groBe Arterien aufzweigen und kriimmen, kommt
es zu Stromungsverinderungen und Wirbelbildungen. Diese rufen eine mechanische

Belastung des Gefiles hervor und konnen dann zu Endothelschédden fiihren (25).

Mehrere Ausbreitungstypen der Arteriosklerose kommen vor (21). Der zentrifugale
senile Typ ist sehr langsam progredient. Sein Beginn liegt an der Bauchaorta, von dort
zeigt er eine peripheriewirts gerichtete Entwicklung. Der multifokal juvenile Typ
beruht auf Storungen des Lipidstoffwechsels. Diese sind diffus verteilt und entstehen
bereits im Jugendalter. Der zentripetale Typ ist charakteristisch fiir die diabetische
Makroangiopathie. Dieser Typ beginnt in der Peripherie und breitet sich diffus und
schnell aus. Der therapeutisch induzierte Typ wird von gefdachirugischen Maflnahmen
wie Venenbypass, Kunststoffgefa3prothesen, perkutane transluminale Angioplastie und

Desobliteration verursacht.



1.5 Die Entwicklung arteriosklerotischer Lésionen

Die Arteriosklerose ist sowohl eine gefileigene Erkrankung als auch eine Reaktion auf
die unterschiedlichsten Storungen des Allgemeinstoffwechsels (23). Sie spielt sich an
der GefiBBwand ab, die mit dem arteriosklerotischen Umbau reagiert (24). Wegen der

heterogenen Ursachen existiert aber keine einheitliche Pathogenese der Arteriosklerose.

Verschiedene Hypothesen der Initiierung der Arteriosklerose sind aufgestellt worden.
Dabei kommt dem Endothel die zentrale Rolle zu (26). Die Endothelverletzung nach der
Response-to-injury-Hypothese ist von dem komplexeren Konzept eines aktivierten
Endothels verdringt worden (27), weil die frithe arteriosklerotische Lidsion sich

ebenfalls unter einem morphologisch intakten Endothel entwickelt (28).

Zytokine, virale Infektionen, oxidiertes LDL und andere Faktoren aktivieren das

Endothel, was zu einer Funktionsidnderung fiihrt (29).

Bindungsstellen fiir Monozyten werden exprimiert, Monozytenaktivatoren sezerniert.
AuBerdem entwickeln sich freie Sauerstoffradikale. Diese oxidieren LDL oder zerstoren
direkt die Nachbarzellen. Die verdnderte endotheliale Oberfliche wirkt
prokoagulatorisch (30). PDGF und/oder andere Mitogene und chemotaktische Stoffe fiir
glatte Muskelzellen werden gebildet und freigesetzt.

Die Endothelzellen reagieren auf die Stimulation mit der Neusynthese des
Plittchenaktivierenden Faktors und dessen Expression an der Oberfliche (31).
Plattchenaktivierender Faktor wirkt in dreifacher Hinsicht. Er bewirkt eine Modifikation
der Glykokalix. Dadurch erhoht sich die Anzahl der adhédrenten Leukozyten. Aullerdem
wird das Zytoskelett der Endothelzellen modifiziert. Dabei verlieren die Zellen u.a.
ithren Kontakt untereinander, und die Permeabilitit des Endothels steigt fiir
hohermolekulare Plasmaproteine, wie Albumin, Fibrinogen und Cholesterin. Zuletzt
determiniert der Plittchenaktivierende Faktor eine autokrine Stimulation der
Endothelzellen zur Bildung von Adhisionsmolekiilen. Dadurch wird die Interaktion
zwischen Endothel und Monozyten eingeleitet, die fiir den arteriosklerotischen Prozef3
wichtig ist. Die endothelialen Adhésionsmolekiile konnen in zwei Hauptgruppen
eingeteilt werden, namlich in Selektine und in Proteine. Sie gehoren der Gruppe der

Immunglobuline an. Die Selektine auf den Endothelzellen lassen sich in Endothel- und



Plittchen-Selektine differenzieren (32). Ein sehr wichtiges exprimiertes Protein ist das

Interzelluldare Adhisionsmolekiil 1.

Die Monozyten benotigen ebenfalls Adhédsionsmolekiile zur Adhidsion. Sie produzieren

Leukozyten-Selektine.

Nach Buchters Theorie (33) heften sich in einer ersten Phase die Monozyten iiber die

Selektine reversibel an das Endothel. Sie ,,rollen* sozusagen auf ihm.

In einer zweiten Phase aktivieren chemotaktische Faktoren wie Plittchenaktivierender
Faktor, Plittchenfaktor 4 und Leukotrien B4 die Monozyten. Die Monozyten binden
sich tiber monozytére und endotheliale Adhisionsmolekiile stabil an das Endothel. Die
Adhisionsmolekiile sind Interzelluldres Adhésionsmolekiil 1 und das Vaskuldre

Zelladhdsionsmolekiil 1. Beide gehoren der Familie der Immunglobuline an.

Die Monozyten migrieren in einer dritten Phase transendothelial. Chemotaktische Stoffe
der aktiven Endothelzellen, sowie die in der Intima gelegenen Makrophagen und glatten
Muskelzellen und schlieBlich das stark chemotaktisch wirkende oxLDL 16sen diese

Migration, die iiber die Bindung an Integrine ermoglicht wird, aus.

Das oxLDL regt zusitzlich die Endothelzellen zur Produktion des Makrophagen-
koloniestimulierenden Faktors und des Monozyten chemotaktischen Proteins 1 an.
Diese beiden sind die bedeutendsten chemotaktischen Stoffe fiir Monozyten.
Monozyten chemotaktischen Protein 1 wird auch von glatten Muskelzellen nach

Aktivierung durch oxLDL gebildet.

Die Monozyten akkumulieren nach der transendothelialen Migration in der Intima und
differenzieren sich durch den Kontakt mit der extrazelluliren Matrix, den
Lipoproteinen, den chemotaktischen Faktoren und den Zytokinen zu Makrophagen. Vor
allem iiber den Scavenger-Rezeptor internalisieren sie das oxLDL und entwickeln sich

dadurch zu Schaumzellen (34).

Weitere Lipideinlagerungen und fibroproliferative Vorginge bewirken weitgehend das
Fortschreiten der Arteriosklerose. An der fibroproliferativen Komponente haben

vorwiegend die Makrophagen und die Muskelzellen einen Anteil.

Die Makrophagen beeinflussen ihre Umgebung iiber mehrere Mechanismen:



= Aktiviert durch die Lipidphagozytose, bilden sie Wachstumsfaktoren und
Zytokine. Diese dndern die Aktivitdt ihrer Nachbarzellen. Die Makrophagen
produzieren PDGF, Interleukin-1, Tumor-Nekrose-Faktor und
Transformierenden Wachstumsfaktor beta . Dadurch beziehen sie die glatten
Muskelzellen in den arteriosklerotischen Prozef} ein. Diese migrieren wegen der
chemotaktischen Wirkung von PDGF in die Intima und werden autokrin

stimuliert (19,30,32).

= Die Makrophagen generieren zytotoxische Stoffe, die eine Funktionsstdrung

oder den Tod von glatten Muskelzellen und Endothelzellen herbeifiihren.

= Das Endothel wird von lipidbeladenen Makrophagen geschadigt, wenn sie den

subendothelialen Raum verlassen.

Der Cholesterinmetabolismus der Makrophagen hat einen sehr bestimmenden Anteil an
dem fortschreitenden Arterioskleroseproze3. Bis heute ist jedoch nicht eindeutig
nachgewiesen, wie sich Lipidphagozytose und inflammatorische Antwort der

Makrophagen gegenseitig beeinflussen (35).

Die Lipide werden in den Schaumzellen lysosomal hydrolysiert. Dadurch wird
Cholesterin freigesetzt. Die HDL transportieren das Cholesterin ab. Uberschiissiges
Cholesterin, das beispielsweise durch eine Hyperlipiddmie induziert ist, verbleibt in den
Schaumzellen. Es ist jedoch den Enzymen gegeniiber untitig. Es bildet charakteristische
Kristalle. Diese zerstoren die Schaumzellen. Dadurch werden die Kristalle freigesetzt.
Durch seine zytotoxische Wirkung bewirkt so das Cholesterin eine Nekrose, die iiber
Granulations- und Narbengewebe bindegewebig repariert wird. Die Cholesterinkristalle
I6sen auBerdem eine Fremdkorpergranulombildung und somit eine chronisch

granulomatdse Entziindung aus. Dadurch wirken sie sklerogen.

Sowohl die Nekroseherde als auch die Reparationsprozesse konnen sich im weiteren
Verlauf weiter ausdehnen. Es steigt dadurch die Wahrscheinlichkeit, dall die Oberfldache
der Liasion aufreift, sich Detritus entleert und Kollagen mit Blutkomponenten in
Beriihrung kommt. Eine fortschreitende Stenosierung des GefidBBlumens und die Bildung
von Thromben ist die Folge. Thrombozytenaggregate wiederum setzen
Wachstumsfaktoren frei. Sie stimulieren die glatten Muskelzellen und verstirken

deshalb die fibroproliferative Komponente des arteriosklerotischen Prozesses.



Die glatten Muskelzellen produzieren in der Intima einerseits extrazelluldre Substanzen
wie Proteoglykane, Elastin und Kollagen. Andererseits inkorporieren sie auch gealterte
Lipide und wandeln sich in Schaumzellen um. Beides fiihrt dazu, daf} die Intima sich

zunehmend verdickt.

So vermag der einmal initiierte arteriosklerotische Vorgang iiber mehrere
Mechanismen, sich selbst aufrechtzuerhalten, und er bildet dadurch einen Circulus

vitiosus.

1.6 Morphologische Aspekte der Arteriosklerose

Die verschiedenen Verdnderungen an der GefdBwand sind das kennzeichnende
Merkmal der Arteriosklerose. Diese konnen im zeitlichen Verlauf sowohl nacheinander
als auch nebeneinander auftreten. Dabei ist keine Stufe fiir das Erscheinen der nichsten

Stufe erforderlich (22,27,36).

Die gelatindse Léasion ist gekennzeichnet durch die permeabel gewordene
Endothelschicht. Dadurch dringt Blutplasma in die Intima ein. Es bildet sich ein
Intimaddem, das eine erhohte Konzentration an Fibrinogen, Fibrin und LDL hat (37).

Dieses ist eine leicht erhabene Lision und von geringer Festigkeit.

Der Lipidfleck (Fatty streak) besteht zum groften Teil aus Schaumzellen. Diese
stammen von Makrophagen und glatten Muskelzellen ab. Die Schaumzellen haben
intra- und extrazelluldare akkumulierte Lipide aufgenommen. Makroskopisch sieht man

kleine gelbliche, erhabene Herde.

Beim Atherom (transitionale Lésion) ist die Intima deutlich verdickt, engt jedoch nur
minimal das Gefdlumen ein. Die extrazelluldren Lipide in der Intima haben sich stark
vermehrt. Dadurch werden sie gut sichtbar und teilen die Intima in eine duflere und eine

innere Schicht.

Die als Fibroatherom bezeichnete Verdnderung des fibrosen Plaques erscheint als
Vorwdolbung der Intima. Sie hat eine perlmuttfarbene und teilweise feingefurchte
Oberflache. Die Fibroblasten produzieren kollagenes Bindegewebe und die glatten
Muskelzellen wuchern, wodurch sie eine fibrose Kapsel bilden. Diese schliefit die

Lipidmassen und Nekroseherde ein.



Die Kalzifizierung ist das Hauptcharakteristikum der komplizierten Lésion. Durch
diesen Vorgang ist es moglich, daBl die fibrose Deckplatte einreilt und eine

Detritusentleerung, eine Himorrhagie oder Thrombenbildung folgen (22,27,37).

1.7 Risikofaktoren der Arteriosklerose

Zahlreiche Faktoren stehen mit der Entwicklung der Arteriosklerose in kausalem
Zusammenhang  (36). In  prospektiven  Studien  wurden  beispielsweise
Fettstoffwechselstorungen, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus

als Risikofaktoren identifiziert (38-41).

Fiir die Praxis sind diese Risikofaktoren unterschiedlich relevant. Deshalb werden sie
verschiedenen Gruppen zugeordnet (42). Ein Schwerpunkt liegt in der Spezifizierung
hiufig vorhandener und beeinfluBbarer Risikofaktoren, weil diese eine Privention

ermdglichen konnten (43) (Tabelle 2).

Risikofaktor

nicht beeinflufbar beeinflufbar partiell beeinflubar

Alter Nikotinkonsum Hyperlipiddmie
ménnliches Geschlecht arterielle Hypertonie | Diabetes mellitus
genetische Préadisposition | Adipositas niedriges HDL-Cholesterin
Menopause

Tabelle 2. Risikofaktoren fiir Arteriosklerose und Myokardinfarkt

Die Fettstoffwechselstorungen zeigen sich in verdnderten Verhiltnissen der
verschiedenen Lipidfraktionen. Fiir die Arteriosklerose sind die LDL-Fraktion, die
HDL-Fraktion und das Gesamtcholesterin von grofter Bedeutung. Es besteht zwischen
dem Gesamtcholesterin, dem LDL und dem Arterioskleroserisiko eine positive

Korrelation. Dagegen korrelieren HDL und Arteriosklerose negativ (44).



Nikotinkonsum und das Auftreten arteriosklerotischer Folgekrankheiten sind iiber eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung gekoppelt. Je hoher der NikotinmiBbrauch ist, umso

wahrscheinlicher ist die Schadigung der Koronararterien und anderer Gefille (45).

Die arterielle Hypertonie kann als Einzelfaktor einerseits eine Arteriosklerose
hervorrufen, andererseits aber auch von dieser induziert werden. Das
Arterioskleroserisiko steigt, wenn zusitzlich andere Risikofaktoren wie Nikotinabusus

und Hypercholesterindmie vorhanden sind.

Der Diabetes mellitus geht ebenfalls mit dem Auftreten einer Arteriosklerose einher.
Viele Risikofaktoren wie Hypo- und Hyperglykdmie, Fettstoffwechselstorungen und
Kollagenstoffwechselstorungen wirken hier zusammen. Durch deren Interaktion

verstirkt sich die atherogene Wirkung.

In der Regel ist die Adipositas mit anderen Risikofaktoren kombiniert. Deshalb ist ihre

Bedeutung als Arterioskleroserisiko nur schwer einzuschitzen.

Daneben wurden weitere mogliche Risikofaktoren identifiziert. Genannt seien hier:
Erhohte Fibrinogenkonzentration im Plasma, gesteigerte Thrombozytenaggregabilitit,
erhohte Aktivitit verschiedener Gerinnungsproteine, linksventrikuldre Hypertrophie und
psychosoziale Variablen wie z.B. physische Inaktivitit, emotionaler StreB,

Personlichkeitstypus (46-51).

1.8 Genpolymorphismen der Himostase und koronares Risiko

An der Entstehung der Arteriosklerose und ihrer akuten Koronarsyndrome sind
Parameter des Hamostasesystems entscheidend beteiligt. In zahlreichen klinischen
Studien wurde nachgewiesen, dafl eine gesteigerte Aktivierung der Thrombozyten,
verstirkte Fibrinbildung und erhohte bzw. erniedrigte Spiegel prokoagulatorischer und
fibrinolytischer Plasmaproteine mit akuten Koronarsyndromen verbunden sind. Sie

konnen den Ereignissen lange vorausgehen (52-54).

Die Hiamostase steht in enger Wechselbeziehung zu weiteren Regelsystemen. Diese
bestimmen wesentlich die Entstehung und den Verlauf der Arteriosklerose und deren

Komplikationen mit. Dazu gehoren die vaskuldren Regulatoren, der Fettstoffwechsel,

-10 -



der insulingesteuerte Metabolismus, der Homocysteinstoffwechsel und das

inflammatorische System (55).

Inhalte von Untersuchungen der letzten Jahre waren neben biochemischen Parametern
auch zahlreiche Genpolymorphismen der Hémostase und deren Assoziation zum
koronaren Risiko. Zu ihnen gehoren Polymorphismen der Thrombozyten-
Glykoproteine, des Fibrinogens, von FII, FV, FVIII, und FXIII sowie von PAI-1 und
des Tissue-Type-Plasminogenaktivators. Bisher konnte keiner der untersuchten
Polymorphismen als eindeutiger Risikofaktor der Arteriosklerose identifiziert werden,
obwohl vor allem zuriickliegende Fallkontrollstudien entsprechende Assoziationen
dokumentierten. Begriindet ist dies in der Komplexitit der Arteriosklerose und deren
Komplikationen = sowie der relativ geringen Wirkung eines einzelnen

Genpolymorphismus auf das Gesamtrisiko (55).

Weiterhin wird die Relevanz von Genpolymorphismen durch multiple Expositions- oder
Umweltfaktoren beeinflulit (Gen-Umwelt-Interaktionen). Hierzu gehdren Lebensalter,
Erndhrung, Rauchen, korperlicher Trainingszustand, physischer und mentaler Stref,

Alkoholkonsum, Hormone, Arzneimittel, und entziindungsfordernde Noxen (55).

Ein bisher unzureichend aufgeklirtes Zusammenwirken von Umweltfaktoren und
genetischer Disposition verursacht das individuelle koronare Risiko. Dabei hat die
positive Familienanamnese fiir das Koronarrisiko einen hohen Stellenwert. Diese
Tatsache macht deutlich, dal genetische Faktoren im Rahmen der multifaktoriellen
Atiologie und der komplexen Pathogenese der Arteriosklerose und deren
Komplikationen von wesentlicher Bedeutung sind. Es konzentrieren sich deshalb
zunehmend epidemiologische Studien auf die Charakterisierung und klinische
Bedeutung von Genpolymorphismen, die einen modulatorischen Einflul auf
Empfinglichkeit, klinische Manifestation und Prognose der Arteriosklerose vermuten
lassen. Eine verbesserte Effizienz pharmakotherapeutischer Interventionen, die durch
genetische Faktoren wesentlich mitbestimmt wird und deshalb eine individualisierte

Therapie erfordert, ist dabei das wichtigste Ziel dieser Bemiithungen (55).
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1.9 Faktor II

Humaner FII (Prothrombin) ist ein aus einer 72 kDa-Kette bestehendes Glycoprotein.
Seine Synthese ist Vitamin-K-abhingig und findet in der Leber statt (56,57). Die FII-
Konzentration im Blut betrdgt durchschnittlich 100-200 [1g/ml. Die Halbwertszeit liegt
zwischen 72 und 96 Stunden (58,59).

Die Primirstruktur des FII enthilt 579 Aminosduren (60), das Molekiil besteht aus vier
Domaénen (56,57):

= einer Gla-Domiine (Reste 1-40),

= einer kringle-1-Doméne (Reste 41-155),

= einer kringle-2-Domine (Reste 156-271) und

= einer Serin-Protease-Domine (Reste 272-579) (59,60).

FII spielt als inaktive Form des Thrombins eine zentrale Rolle in der Himostase. Die
Serinprotease hat prokoagulatorische, antikoagulatorische und antifibrinolytische
Aufgaben. Es wird in der letzten Phase der Blutgerinnung bendtigt, in der es
hauptsichlich Fibrinogen zu Fibrin umwandelt. Weitere Funktionen des Thrombins sind
die Aktivierung der Faktoren V, VIII, XIII und Protein C sowie die Stimulation von

Blutplittchen, Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen.

Die Umwandlung von FII zu Thrombin erfolgt durch den FXa, der in Anwesenheit von
FVa, Ca® und Phospholipiden zum Prothrombinase-Komplex auf
Phospholipidoberflichen zusammengesetzt wird. Die Umwandlung wird durch die
Hydrolyse zweier innerer Peptidbindungen (Arg271-Thr und Arg320-Ile) eingeleitet,
was zur Abspaltung des Thrombins (35 kDa) vom Carboxylende von FII fiihrt. Die Gla-
und Kringle-Regionen hingegen verbleiben am Phospholipid. Obwohl FVa die
Umwandlungsrate stark erhoht, ist wahrscheinlich ein langsamer, allein auf FXa
basierender Mechanismus, fiir die Einleitung der Reaktion verantwortlich. Nach der
Umwandlung von FX in FXa wird FV durch FXa zu FVa gespalten. Zusitzlich
konvertiert FXa FII zu Thrombin, das ebenfalls FV aktiviert. Sobald die Faktoren Xa
und Va vorhanden sind, kann sich der Prothrombinase-Komplex an Zellmembranen

bilden (56,57,61-63) (Abbildung 1).
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| Protein C |
a) via Fy,o/Prethrombin

Prothrombin b) via Méizothombin Thrombin _»l

!

________________ -
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Zelloberflache von Prothrombinase- | &t Faktor Va - Faktor V

Komplex
Thrombozyten
Monozyten Faktor Xa | Faktor Xa Faktor X
Lymphozyten Faktor Va < <+—
Endothelzellen Pl_’ Caz*‘ Schnelle Inaktivierung von Faktor Xa durch

Antithrombin, dadurch Begrenzung der
Prothrombinaktivierung auf den Bereich der
Gewebeverletzuna

Extrinsische
Kaskade

Abbildung 1. Rolle von FII (Prothrombin) und seine Regulationsmechanismen in der
Héamostase

1.9.1 Das Faktor II-Gen und die G20210A-Mutation

Das FII-Gen befindet sich auf dem elften Chromosom in der Region 11p11q12 (64). Es
ist etwa 21kb lang und enthélt 14 Exons (25-215 Basenpaare) sowie 13 Introns (84-
9447 Basenpaare, 90% des Gens). Es gibt eine nicht translatierte 5'- und 3'-Region.
(60,65).

Einige Mutationen innerhalb des FII-Gens fiihren zu Hypo- oder Dysprothrombindmie,
und demzufolge zu einem pathologischen Blutungsrisiko (66). Poort et al. (67) haben
1996 eine G-A-Transition an Position 20210 der nicht translatierten 3'-Region

gefunden, die mit einem erhohte Risiko fiir vendse Thrombosen assoziiert ist.

Der Mechanismus, der zu diesem erhohten Risiko fiihrt, ist noch ungeklart. Jedenfalls
gibt es in Folge dessen, dal} sich die Transition auf der nicht translatierten 3'-Kette

befindet, keine strukturellen Verdnderungen des FII-Proteins durch diese Mutation.

Moglicherweise konnten erhohte FII-Werte der das A-Allel tragenden Personen auf eine
hohere FII-Generierung schlieBen lassen, die ihrer seits zu einer Aktivierung des
Gerinnungssystems fithren wiirde. Demzufolge wihren hohe FII-Werte durch eine

gesteigerte Effizienz der Translation oder eine groflere Stabilitdt der transkribierten
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mRNA zu erklédren (67). Jedoch konnte dieser Zusammenhang bis heute nicht bestitigt
werden (68). Eine weitere Erklirung wire, dal die FII-Mutation mit einer weiteren

Sequenz-Variante zusammen die Genexpression beeinfluf3t (67).

1.9.2 Die Faktor II G20210A-Mutation in gesunden Populationen

Das Vorkommen der FII G20210A-Mutation variiert zwischen 0,7 und 4,0%. In Europa
existiert ein Siid-Nord-Gefille. Siidlich von 50°N (Paris, Wien, Ferrara, Tel Aviv)
wurden etwa 3% der Bevolkerung als Triager identifiziert (95%-CI 2,3-3,7%). Nordlich
davon (Malmo, Manchester, Sheffield, Amsterdam, Leiden) lag das durchschnittliche
Vorkommen bei 1,7% (95%-CI 1,3-2,2%) (69). In Island liegt das Vorkommen bei
0,9%, im griechischen Zypern bei 4,0% (70) (Abbildung 2).

In Nordamerika liegt das Vorkommen zwischen 1,6 und 2,4%. In Siidamerika
(Brasilien) liegt es bei 0,7% (71-74). Weder in Afrika noch in Asien konnte die

Mutation nachgewiesen werden (ausgenommen Afro-Brasilianer: 2,0%) (70,73-76).

1.9.3 Die Faktor II G20210A-Mutation und das Risiko venoser Thrombosen

Die FII G20210A-Mutation stellt einen Risikofaktor fiir vendse Thrombosen dar. Seit
der ersten Beschreibung von Poort et al. (67) gab es mehrere Veroffentlichungen, die
die erste Studie bestitigten. Die meisten Untersuchungen bezogen sich auf Patienten,
die an tiefer Beinvenenthrombose litten (67,77-79). In einigen Studien wurden Patienten
mit Lungenembolie (70,72,73,80-83) oder anderen thrombotischen Manifestationen
(84) untersucht. In (85) wurde gezeigt, dal die Mutation ein Risikofaktor fiir
zerebrovendse Thrombosen ist, insbesondere bei Frauen, die orale Kontrazeptiva
einnehmen. Die Héaufigkeit heterozygoter Triger betrigt in Patientengruppen mit
venosen Thrombosen bis zu 20%, bei den entsprechend gesunden Kontrollpersonen und
Neugeborenen von 0 bis 4%, woraus ORs von 2,0 bis 11,5% resultieren. Eine
isldndische Studie hat jedoch ein gegenteiliges Ergebnis geliefert: Obwohl die FV
G1691 A-Mutation hier wie in anderen europdischen Populationen einen Risikofaktor
fiir venose Thrombosen darstellt, wurde die FII G20210A-Mutation nur bei einem von

99 Patienten und bei einer von 108 gesunden Personen nachgewiesen (78).
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Abbildung 2. Vorkommen der FII G20210A-Mutation in der gesunden europdischen
Bevolkerung (% Triger)

1.9.4 Die Faktor II G20210A-Mutation und das Risiko arterieller Thrombosen

Es wurden iiberwiegend die beiden héufigsten Manifestationsformen der arteriellen
Thrombose untersucht: Schlaganfall (70-73,77,86-90) und MI (70,72,73,77,91-93).
Einige Studien (70,72,73,76) fassen Patienten mit koronaren Herzleiden,
Schlaganfillen, peripheren arteriellen Krankheiten und anderen Arten der arteriellen
Thrombose zusammen. Die Anzahl der untersuchten Patienten variiert in diesen
Erhebungen zwischen 20 und 220. Die Zahl untersuchter Kontrollpersonen lag

zwischen 20 und 400. Die Mutation wurde bei 0,7-5,2% der Kontrollpersonen
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nachgewiesen, jedoch konnten die meisten Untersucher die FII G20210A-Mutation
nicht als potentiellen Risikofaktor der arteriellen Thrombose nachweisen, was zum
einen an den zu kleinen Subgruppen, zum anderen an der fehlenden Differenzierung der
Lokalitit der Thrombosen liegen konnte. Ein weiteres Problem ist, daf} alle
Untersuchungen zuriickblickende Fallstudien waren. Die Moglichkeit, daBl Triger
prothrombotischer Mutationen schwerere Thrombosen entwickeln kdnnten und daher
eher sterben konnten als Nichttriager, konnte die erhaltenen Ergebnisse verfilschen.
Trager einer moglichen oder noch nicht entdeckten prothrombotischen Mutation, die
nach einem Schlaganfall oder an MI gestorben sind, werden in den Fallkontrollstudien

nicht beriicksichtig (70,72,73,77,93) (Tabelle 3 und 4).

Die Faktor II G20210A-Mutation bei Patienten mit zerebrovaskuldren Krankheiten

Die Privalenz der FII G20210A-Mutation bei Patienten mit zerebraler Ischdmie variiert
zwischen 0 und 10% (73-76,80,89,90). Jedoch hat bislang nur eine einzige Studie die
FII G20210A-Mutation als einen signifikanten Risikofaktor zerebraler Ischémie
nachweisen konnen. Diese Studie wurde an hochselektierten Schlaganfallpatienten unter
50 Jahren durchgefiihrt. Abgesehen von der fehlenden statistischen Signifikanz kamen
einige andere Untersuchungen zu interessanten Ergebnissen. Eine Studie an jungen
minnlichen wie weiblichen Schlaganfallpatienten zwischen 18 und 49 Jahren zeigte
eine erhohte Privalenz der FII G20210A-Mutation in der Patientengruppe verglichen
mit der Kontrollgruppe, sofern ein weiterer Risikofaktor (Protein S oder Protein C
Mangel, arterielle Dissektion, kardiale Embolie) vorlag. Dieses Resultat fithrte zu der
Vermutung, daB die FII G20210A-Mutation allein keinen auferordentlichen
Risikofaktor der zerebralen Ischidmie darstellt, da3 sie aber arterielle Thrombosen bei
Patienten mit Thrombophilie oder anderen Risikofaktoren des Schlaganfalls begiinstigt
(86). Diese Annahme wird von einer anderen Untersuchung an Patienten beider
Geschlechter unterstiitzt. Es wurde keine unterschiedliche Privalenz der Mutation bei

jungen und &lteren Personen gefunden (87).

In einer gut definierten Erhebung weiblicher Schlaganfallpatienten unter 45 Jahren

waren 2 von 106 (1,9%) Patientinnen Trigerinnen der Mutation. Eine der zwei
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Triagerinnen war in der vendsen, die andere in der arteriellen Schlaganfallgruppe (71)

(Tabelle 3).

n Alter Triger
Studienzentrum Diagnose p |OR/M95%-CI
(m/w) (Jahre) (%)
USA (71) Schlaganfall -/105 37/18-44 1,9 1.2/0.1-6.9
Frankreich (86) Schlaganfall 72/53 41/18-49 6,4 ns
Osterreich (88) Schlaganfall 10/10 3048 10 ns
Osterreich (89) TIA, Schlaganfall| 58/38 64/28-91 5,2 1.0/0.53-1.91"
Italien (90) Schlaganfall 35/37 | 37 (MW)/2-50 12,4° <0.001]5.1/1.6-16.3"
Italien (87) TIA, Schlaganfall| 85/70 43/13 3,8 1.2/0.4-4.0°
. KHK,
Italien (70) Schlaganfall 105 (total) kA 1,9 ns
Spanien (77) TIA, Schlaganfall| 54/50 66/24-88 1,0 ns
Arterielle
USA (72) Thrombose* 22/7 59 0 ns
Brasilien (73) Arterielle 35/35 |40 MW)/17-56| 5.7 0.013 | 8.4/1.58-45
rasilien Thrombose* - , . .4/1.58-
Abdominalvenen-

Grofbritannien (94) | thrombose und s

Milzinfarkt -/1 15 heterozygot Fallbericht

'einschlieBlich Patienten mit zusitzlichen hereditiren Risikofaktoren (Protein C-, Protein S- oder
Antithrombin-Mangel, FV G1691A-Mutation); “inklusive 2 homozygote Patienten; *Subgruppenanalyse
von 96 jungen Patienten (keine Altersangabe), OR 1.3/0.3-5.0; “inklusive KHK und peripherie arterielle
Krankheiten; SEinnahme oraler Kontrazeptiva; TIA, transitorisch-ischdmische Attacke

Alter, MW oder Median und Bereich oder SD (nicht immer verfiigbar); OR fiir den Vergleich mit einer
Kontrollgruppe

Tabelle 3. Die FII G20210A-Mutation bei zerebrovaskuliaren Krankheiten und bei
arteriellen Thrombosen unterschiedlicher Lokalisation

Die Faktor II G20210A-Mutation bei KHK und MI

Erste Hinweise auf die Bedeutung der FII G20210A-Mutation ergeben sich aus zwei
neueren Studien, die eine Assoziation zwischen Vorliegen der Mutation und dem Risiko
eines MI zeigen (91,92). Eine dieser Studien, in der Patientinnen unter 45 Jahren
untersucht wurden, konnte die Mutation nur bei Patientinnen nachweisen, bei denen
weitere Risikofaktoren fiir einen MI vorlagen. Alle Trigerinnen der Mutation rauchten

(Tréager in Patienten- und Kontrollgruppe: 5,1% zu 1,6% OR 4,0, 95%-CI 1,1-15,1). Die
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zweite Studie ergab einen dhnlich signifikanten Unterschied zwischen der Patienten-
und Kontrollgruppe. Die Privalenz betrug 3% bzw. 0,7%, p=0,03. Die Studie wurde an
Patienten beiderlei Geschlechts durchgefiihrt. Es fand sich eine hohere Privalenz der
Mutation bei Patienten unter 45 Jahren verglichen mit &lteren Patienten. Weiterhin gab
es bei allen fiir das A-Allel heterozygoten Patienten mindestens einen weiteren
Risikofaktor: Raucher, Diabetes, Hypertension, Hyperlipiddamie. Bei Frauen war die
Anzahl der Tréiger des Allels in der Patientengruppe mit MI iiber 45 Jahren hoher als bei
Minnern, bei denen das A-Allel nur bei Patienten unter 45 Jahren gefunden wurde (92)

(Tabelle 4).

n Alter Triger

Studienzentrum Diagnose p |OR/95%-CI
(m/w) (Jahre) (%)
USA (91) MI -I79 40/18-44 5,1 4.0/1.1-15.1'
38 (mittel)/17-45 5
Brasilien (92) MI 124/96 32 0.03

60 (mittel)/46-82

MI, Angina pectoris,
tiefe Beinvenen-
thrombose,
Lungenembolie

Japan (76) 93 (total) 57/21-79 0,0 -

. mannlich, 49+9 |maéannlich, 5,1
Osterreich (93) MI, KHK 79/19 ns
weiblich 53+12 | weiblich, 5,2

Italien (70) MI, Angina pectoris |90 (total) kA 3,3 ns
Spanien (77) | MU instabile Angina |, 63/34-85 40 ns
pectoris
MI, tiefe
USA (95) Beinvenenthrombose, 1/- 24 homozygot® Fallbericht
Lungenembolie

'starker Anstieg der OR in Kombination mit metabolischen Risikofaktoren; “gleiches Vorkommen bei
dlteren wie jiingeren Individuen mit einem Trend zu hoherem Vorkommen bei Minner > 45 Jahre;
Jebenso heterozygot fiir die FV-G1691A-Mutation

Alter, MW oder Median und Bereich oder SD (nicht immer verfiigbar); OR fiir den Vergleich mit einer
Kontrollgruppe

Tabelle 4. Die FII G20210A-Mutation bei KHK und MI
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1.10 Inhalt und Zielsetzung der Dissertation

In der vorliegenden retrospektiven Fall-Kontroll-Studie wurde bei 241 jungen MI-
Patienten (nur Minner im Alter von 35 bis 45 Jahren) die Genotypverteilung der FII
G20210A-Mutation untersucht.

Ziel der Studie war es, zu kldren, ob die FII G20210A-Mutation alleine oder in

Kombination mit anderen Risikofaktoren ein erhohtes Risiko fiir MI darstellt.

Die Auswahl des Kollektivs erfolgte, weil eine Risikoassoziation eines Genotyps mit
MI bei jungen Menschen besser zu erfassen ist, da die Privalenz anderer
interferierender  kardiovaskuldrer — Risikofaktoren niedrig ist (96,97). Als

Vergleichskollektiv dienten 239 gesunde Personen.

Bei Patienten und Vergleichspersonen wurden neben der FII G20210A-Mutation
zahlreiche labordiagnostische und klinische Risikofaktoren untersucht, insbesondere

auch die FV G1691A-Mutation, ein fiir venose Thrombosen etablierter Risikofaktor.

Verglichen wurden dariiber hinaus klinische und labordiagnostische Charakteristika von

Tragern und Nicht-Trdagern der Mutation.
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2. Material und Methoden
2.1 Patienten- und Kontrollkollektiv

Fiir die vorliegende Studie wurden 241 Minner mit MI zwischen 35 und 45 Jahren, die
zur koronaren Rehabilitation in die LVA-Klinik Salzetal, Bad Salzuflen, eingewiesen
worden waren, untersucht. Der MI wurde auf der Grundlage der World Health
Organization-Kriterien (98) diagnostiziert (retrosternale Schmerzen mit typischen EKG-
Verldngerungen oder einem mindestens dreifachen Anstieg von Creatinkinase in der
akuten Phase oder typischen Verdnderungen in der Angiographie). Die
Koronarangiographie wurde iiber den femoralen bzw. brachialen Standardzugang nach

der Methode von Judkins (99) bzw. Sones (100) durchgefiihrt.

Patienten unter oraler Antikoagulation wurden nicht beriicksichtigt. Hinsichtlich der
Einnahme  von  Antihypertensiva, = Thrombozytenaggregationshemmern  und
Antidiabetika wurden keine Einschrinkungen gemacht. Zwei Wochen vor
Blutentnahme wurden lipidsenkende Medikamente abgesetzt. Diabetiker wurden nicht

untersucht.

Die 239 Kontrollpersonen stammten aus der PROCAM-Studie, die 1979 initiiert wurde
(101). In dieser Studie wurden gesunde Beschiftigte westfilischer Betriebe auf
kardiovaskuldre Risikofaktoren hin untersucht und blieben unter Beobachtung, um
Mortalitdt, MI- und Schlaganfallinzidenz zu erfassen. Die Erstuntersuchung beinhaltete
Anamnese, korperliche Untersuchung, Messung des Blutdruckes, Ruhe-EKG und eine

umfassende Laboranalyse des vendsen Blutes.

Definitionen:
= Hypertonus: bereits bekannt oder Blutdruck bei aktueller Messung >160/95
= Hypercholesterindmie: Gesamtcholesterin >250 mg/dl
= Raucher: bezogen auf den Zeitpunkt des Infarkts

= Positive Familienanamnese: Herzinfakt vor dem 60. Lebensjahr bei mindestens

einem erstgradigen Verwandten
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2.2 Allgemeine Blutuntersuchungen

Die Blutabnahme aus einer Vene erfolgte vier bis sechs Wochen nach dem MI mit
einem Entnahmesystem der Firma Sarstedt (Niimbecht). Innerhalb von 2 Stunden nach
Venenpunktion wurde das Citratblut (3,13%) bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten bei
2500 x G zentrifugiert und das Plasma abpipetiert. Serum fiir klinische Untersuchungen
wurde durch Zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 3000 x G gewonnen. Nach der
Aliquotierung in Kunststoffrohrchen wurden Plasma und Serum bei -70°C eingefroren.
Fir die DNA-Analyse wurde Blut in einer Ethylendiamintetraacetat-Monovette

abgenommen.

Fibrinogen wurde mit Hilfe des KC10 Gerinnungsanalysegerites (Amelung, Lemgo)
nach Clauss (102) unter Verwendung von Multifibren (Behring, Marburg) bestimmt. D-
Dimere (Boehringer, Mannheim) und CRP (Eurogenetics, Tessenderlo, Belgien)
wurden mit ELISA-Tests gemessen. Plasminogen wurde mit Hilfe eines chromogenen
Tests (Behring) bestimmt. Die Messung von Gesamtcholesterin und Triglyceriden im
Serum wurde mit einem Hitachi 737 Autoanalysegerdt unter Verwendung von
Reagenzien der Firma Boehringer durchgefiihrt. HDL-Cholesterinkonzentrationen
wurden nach Prizipitation mit Phosphorwolframsaure/MgCI2 (Boehringer) bestimmit.
Die LDL-Cholesterinwerte wurden mit der Friedewaldformel (LDL =
Gesamtcholesterin — Triglyzeride/S — HDL) errechnet (103). Die PAI-1-Konzentration
wurde mit kommerziellen Testkits (Behring) in einem Behring Chromotimer (Behring),
alternativ in einem Roche Cobas Bio-Zentrifugalanalyser (Roche) ermittelt. Die
Lipoprotein(a)-Konzentration wurde mittels Elektroimmunoiffusion unter Benutzung

der Standards und Antiseren von Immuno (Heidelberg) bestimmt (104).

2.3 Genetische Untersuchungen

Bei den 241 jungen MI-Patienten und den 239 Kontrollpersonen wurde mit Hilfe des
LightCycler Systems die Genotypverteilung der FII G20210A-Mutation bestimmt. FV
G1691A wurde im Rahmen der Gesamtstudie ebenfalls genotypisiert.
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LightCycler

Das LightCycler System (Roche, Mannheim) wurde entwickelt, um die Zeit, die
benotigt wird, um Ergebnisse aus einer PCR zu gewinnen, zu minimieren und
gleichzeitig die Aufzeichnung der Verstirkung des PCR-Produktes in Echtzeit zu
ermoglichen. Abbildung 3 gibt eine Ubersicht iiber das System (105).

1 Luftheizung und —kiithlung 7 Photohybriden

2 Heizspirale 8 LED-Lichtquelle

3 Karussell fiir 32 Proben 9 Filter

4 Geschlossene 20 ul Borosilikat-Glas-Kapillare 10 Ventilator

5 Schrittmotor zur Positionierung des Fluorimeters 11 Heizkammer

6 Mikrovolumenfluorimeter 12 Schrittmotor zur Positionierung der Proben

Abbildung 3. Das LightCycler System (105)
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Im LightCycler-System werden die PCR-Temperaturwechsel nicht iiber einen Wasser-,
sondern iiber einen Luftaustauscher erreicht. Da Luft praktisch keine Masse besitzt,
kann der Temperaturwechsel sehr schnell erfolgen. Die Luft wird durch eine Heizspirale
erhitzt, die durch Warmetauscher in einer Heizkammer gesteuert wird. Auf diese Weise
konnen Temperaturen mit einer Genauigkeit von =#0,3°C erreicht werden. Die
Kammertemperatur kann mit einer Geschwindigkeit von bis zu 20°C pro Sekunde

gedndert werden.

Die PCR findet in Borosilikat-Glas-Kapillaren mit einem Volumen von 20 ul statt
(Abbildung 4). Die Kapillaren haben einen hohen Oberfldchen-Volumen-Quotienten, so
daB ein schneller Ausgleich zwischen Luft- und Komponententemperatur gewihrleistet
ist. Ein PCR-Zyklus kann in weniger als 30 Sekunden ausgefiihrt werden. Eine

komplette PCR mit 30-40 Zyklen dauert etwa 20-30 Minuten.

Abbildung 4. Borosilikat-Glas-Kapillaren (105)

Das MeBprinzip des LightCyclers basiert auf einer Fluoreszenzmessung, bei der die
Intensitdt des durch ein Fluorophor produzierten Signals, dessen Grole in

proportionalem Verhiltnis zur Menge des PCR-Produktes steht, aufgezeichnet wird.

Die optische Einheit sendet blaue Lichtsignale aus einer 470 nm LED-Lichtquelle auf
die Kapillarenspitze der Probe im Lichtgang. Dadurch wird der Fluorophor in der
Losung in der Kapillare angeregt. Das fluoreszierte Licht wird iiber die Kapillarenspitze
in die optische Einheit zuriickgeleitet, wo es zu vorprogrammierten Zeitpunkten iiber

eine Reihe von Spiegeln und Filtern in drei Kanile mit spezifischer Wellenldnge
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aufgetrennt wird. Am Ende jedes dieser Kanile wird die Lichtintensitdt gemessen und
fiir eine weitergehende Analyse durch die LightCycler-Software gespeichert. Auch
Dualkanalanalysen sind moglich. Die Wellenldngen der drei Kanile betragen 530 nm

(Fluoreszin), 640 nm (LightCycler Red 640) und 710 nm (LightCycler Red 710).

In einem Durchlauf kénnen bis zu 32 Proben analysiert werden. Diese befinden sich in
32 Kapillaren in einem Karussell, welches in der Heizkammer durch eine
Priazisionsmechanik gedreht wird, die auch die optische Einheit ausrichtet. Die
optimalen Positionen des Karussells und des Lichtgangs werden in einem jeder PCR
vorausgehenden SuchprozeB fiir jedes Probenrohrchen ermittelt. In jedem
Aufnahmezyklus werden die dabei ermittelten Positionen in um-Genauigkeit wieder

angefahren.

Mutationsnachweis mit dem Light-Cycler

Hybridisierungsverfahren

Fiir sequenzspezifische Analysen mittels PCR und dem LightCycler-System wurde ein
Hybridisierungsverfahren entwickelt, welches zur DNA-Erkennung wie zur
Quantifizierung mit maximaler Spezifitit zwei Oligonukleotide nutzt, die mit
unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind. Die beiden Nukleotidketten sind so
gewdhlt, da3 sie in einer Kopf-an-FuB-Formation an der Zielsequenz hybridisieren,
wobei die Farbstoffe duferst nah beieinanderliegen. Einer dieser Farbstoffe, das
Fluoreszin, der Donor, wird durch die blaue LED-Lichtquelle (mittlere Wellenldnge:
470 nm) des LightCyclers angeregt, woraufhin er Licht einer etwas lidngeren
Wellenldnge (530 nm) emittiert. Befinden sich die beiden Farbstoffe in groBer Nihe,
wird der Akzeptorfarbstoff, der sich auf der zweiten Nukleotidkette befindet, von der
durch den Donor emittierten Energie angeregt und beginnt seinerseits Licht in einem
anderen, ihm spezifischen Frequenzband auszusenden. Dieser als FRET bekannte Effekt
hiingt stark von der raumlichen Nihe der beiden beteiligten Farbstoffe ab. Die Energie
des Donors kann nur in ausreichendem Mafl an den Akzeptor iibertragen werden, wenn
die beiden sich nicht weiter als ein bis fiinf Nukleotide voneinander entfernt befinden.
Die Leuchtdichte des vom Akzeptor emittierten Lichts ist direkt proportional zur

Anzahl der wihrend der PCR gebildeten DNA-Striinge.
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Abbildung 5 veranschaulicht das Hybridisierungsverfahren. a) Die Hybridisationsprobe
1 ist am 3'-Ende mit Fluoreszin (Donor) markiert, wihrend Probe 2 am 5'-Ende mit
LightCycler Red 640 (Akzeptor) markiert ist. Die Hybridisierung findet nicht wihrend
der Denaturierungsphase statt, weshalb auf dem 640 nm Band keine Energieabgabe
gemessen werden kann. b) Wenn auf der Ziel-DNA hybridisierte Probenoligonukleotide
mit ihren beiden Farbstoffen in Kopf-zu-FuB-Formation sich nah genug aneinander
befinden, l6sen sie einen FRET aus. Das Fluoreszin wird von der LightCycler-LED-
Lichtquelle angeregt und emittiert in Folge griines Licht, welches wiederum das
LightCycler Red 640 anregt rotes Licht auszusenden, dessen Intensitét auf Kanal 2 der
optischen Einheit des LightCyclers zum Ende der Anniherungsphasen gemessen wird.
c) Nach der Anndherungsphase wird die Temperatur erhoht, und die
Hybridisationsproben werden wihrend der Synthesephase (elongation step) durch den
komplementidren DNA-Strang ersetzt. d) Am Ende dieser Phase liegt die DNA
doppelstriangig vor und die Farbstoffe der Hybidisationsproben befinden sich zu weit

von einander entfernt um einen FRET zu erlauben (105).
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Abbildung 5. a) Markierung der Hybridisationsproben; b) Ziel-DNA hybridisieren
Probenoligonukleotide; ¢) Die Hybridisationsproben werden durch den komplementéiren
DNA-Strang ersetzt; d) Ende der Synthesephase (105)
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Schmelzkurvenanalyse

Jede doppelstringige DNA-Sequenz besitzt einen spezifischen Schmelzpunkt Ty,
welcher als die Temperatur definiert ist, zu der genau 50% der DNA-Sequenz
doppelstriangig und 50% einzelstringig vorliegen. Der Ty ist am stirksten durch die
Linge der DNA und die Anzahl der GC-Paarungen determiniert. Letzteres kann einen
Unterschied von bis zu 40°C zwischen wenigen GC-Paarungen und vielen GC-
Paarungen ausmachen. Die Messung des Ty ist also vergleichbar mit der Messung der
Linge der amplifizierten DNA-Fragmente bei einer Gel-Elektrophorese. Das
LightCycler-System bietet jedoch den Vorteil, dal die Ty-Messung im gleichen
Probenrohrchen durchgefiihrt wird wie die PCR, sodal} sich eine Offnung der Probe

eriibrigt und das Risiko der Kontamination gesenkt wird.

Diese Schmelzkurvenanalyse findet im Anschlufl an die PCR statt. Die Temperatur in
der Heizkammer wird langsam erhoht, wobei in zeitlichem Abstand wiederholt
Fluoreszensmessungen durchgefiihrt werden (z.B. alle 0,2°C). Dadurch kann das
Schmelzverhalten der DNS in den Kapillaren sehr genau untersucht werden. Sobald die
dsDNS in der Probe denaturiert, und eine der FRET-Hybridisierungsproben freigesetzt

wird, verringert sich das Fluoreszensverhalten und damit die gemessene Leuchtdichte.
Kombination von Schmelzkurvenanalyse und Hybridisierungsverfahren

Die Kombination der Schmelzkurvenanalyse mit dem Hybridisierungsverfahren bietet
eine Moglichkeit zur Genotypisierung von SNPs und zur Mutationserkennung. Das
LightCycler-System ermoglicht die eindeutige Diskriminierung durch Beobachtung der
temparaturabhéngigen Anlagerung der Hybridisationsproben an die einzelstringige
DNA, wihrend gleichzeitig die Schmelzkurvenanalyse durchgefithrt wird. Die
Schmelztemperatur ist nicht nur abhingig von der Lange der DNA und von der Anzahl
der GC-Paarungen, sondern auch vom Grad der Homogenitit zwischen den Stringen.
DNA mit Fehlpaarungen ist weniger stabil als DNA ohne Fehlpaarungen. Letztere
besitzen also eine hohere Schmelztemperatur, wodurch die Messung der Ty zur
Genotypisierung von SNPs und zur Analyse von Mutationen eingesetzt werden kann

(Abbildung 6).
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Abbildung 6. Schematische Darstellung einer Mutationsanalyse (105)

Bei Mutationsanalysen hybridisiert eine mit LC Red markierte Hybridisationsprobe an
einen nicht mutierten Teil der Zielsequenz. Diese Probe dient als Anker. Die andere
Probe, die mit einem anderen Fluorophor (z.B. Fluoreszin) markiert ist, iiberlagert den
Mutationsort. Nach der Anlagerung an die Template-DNA befinden sich die beiden
Proben sehr nah beieinander, was zu einem FRET zwischen den beiden Fluorophoren
fiihrt. Wahrend der Schmelzkurvenanalyse bedingt die Erhohung der Temperatur eine
Senkung des Fluoreszenz, da, sobald sich die kiirzere der beiden Proben, die
Mutationsprobe, 16st, die Fluorophore sich nicht mehr in starker rdumlicher Néhe
befinden. Liegt eine Mutation vor, destabilisiert die Fehlpaarung der Mutationsprobe
mit der Template-DNA den Hybriden, sodafl die Fluoreszenzabnahme bei einer
niedrigeren Temperatur erfolgt. Mit der Wildtyp-DNA gibt es keine Fehlpaarungen und
der Hybrid hat einen hoheren Ty
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Nachweis der Faktor II G202 10A-Mutation

Die FII G20210A-Einzelpunktmutation kann mittels der mit LightCycler-Red-640
markierten Hybidisationsprobe mit dem FII (G20210A)-Mutation-Dectection-Kit
ermittelt werden. Nachdem die PCR abgeschlossen ist, wird eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Der Graph der ersten negativen Ableitung der bei 640 nm fluoreszierten
Leuchtdichte iiber der Temperatur -(dF2/dT) zeigt einen oder zwei Peaks mit
unterschiedlichem Ty. Die vollstindig homologe Sequenz des Wildtyps besitzt eine
hohere Schmelztemperatur als die Sequenz mit der Fehlpaarung, die Mutationsprobe.
Bei Proben, die beide Sequenzen aufweisen (heterozygote Genotypen), zeigt der Graph
zwel Peaks bei den gleichen Temperaturen, an denen auch die jeweiligen homozygoten
Sequenzen Peaks zeigen. Die Anwesenheit spezifischer DNA-Sequenzen wird durch die
Verwendung von Positivproben bestitigt, welche unter den gleichen Bedingungen wie
die unbekannten DNA-Sequenzen wihrend einer PCR amplifiziert werden (Abbildung

7).

LC Red 640 Fluorescein

Anchor probe Mutation probe Primer

5 T | 3'
Mutation site

3 HESY

Primer

Abbildung 7. Schematische Darstellung eines FII-PCR-Fragments (105)

Abbildung 8 zeigt eine Schmelzkurvenanalyse der drei moglichen Genotypen der FII
G20210A-Sequenz. Auf der Ordinate erscheint die erste negative Ableitung der
Fluoreszenz des LightCycler-Red 640 (LightCycler Fluoreszenzkanal 2 (F2)) iiber der
Temperaturdanderung -d(F2)/dT.
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Abbildung 8. Schmelzkurvenanalyse der drei moglichen Genotypen der FII G20210A-
Sequenz (121)

Der Graph zeigt zwei Peaks bei den Schmelzpunkten Ty;=59°C und Typ=49°C.
Homozygote Typen besitzen nur einen Peak bei Ty bzw. Typ entsprechend ihres
Genotyps (Wildtyp: Ty, Mutant: Typ). Heterozygote zeigen hingegen zwei kleinere
Peaks bei den gleichen Schmelzpunkten. Als Negativkontrolle wurde die Template-
DNA durch aufgereinigtes Wasser (H,O) ersetzt. Die Ergebnisse sind noch einmal in

Tabelle 5 zusammengefasst.

Schmelzpunkte Ty der Schmelzpunkte delta T
(Anzahl) (°C) (§(®)
FII G20210G 1 59 -
FII G20210A 2 59/49 10
FII A20210A 1 49 -

Tabelle 5. Zusammenhang zwischen Schmelzpunkt und Genotyp
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2.4 Qualititskontrolle

Als Negativkontrolle wurde bei der Bestimmung der G20210A-Mutation ein Ansatz
mitgefiihrt, der an Stelle von DNA die entsprechende Menge H,O enthielt. Bei nicht

eindeutigen PCR-Ergebnissen wurde der Ansatz wiederholt.

2.5 Statistische Verfahren, Definitionen und Auswertung

Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe der SPSS for UnixSoftware (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA), Version 6.1. Normalverteilte Daten wurden durch MW und SD
beschrieben, nicht-normalverteilte Variablen durch Median und Variationsbreite. Die

Daten wurden altersadjustiert.

Zum Vergleich von MW normalverteilter Daten wurde der zweiseitige Student t-Test
angewendet, in nicht-normalverteilte Daten wurden zuvor logarithmiert. Proportionale
Unterschiede der Genotypverteilung zwischen Untergruppen wurden mit dem Pearson
y?>-Test mit Yates-Korrektur auf Signifikanz gepriift. Die OR fiir das MI-Risiko bei
Priasenz des G20210A-Mutation wurde errechnet und mit 95%-CI dargestellt.

Als Signifikanzniveau der statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

<5% (p<0,05) festgelegt.

Zunichst wurden von MI-Patienten und Kontrollpersonen die Populationscharak-
teristika gegeniibergestellt. Im néchsten Schritt wurden die Genotypenverteilungen von
Patienten- und Kontrollgruppe sowie innerhalb der jeweiligen Gruppen fiir das
Vorliegen verschiedener Risikofaktoren (getrennt fiir Nichtraucher und Raucher, fiir
Personen mit und ohne MI in der Familie, mit und ohne Angina pectoris, mit und ohne
Diabetes mellitus, mit und ohne Hypertonus, sowie mit und ohne
Hypercholesterinimie) verglichen. Ergidnzend wurden Populationscharakteristika von
Tragern und Nicht-Trigern der Mutation dargestellt sowie die Trager im Detail klinisch

und labordiagnostisch beschrieben.
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3. Ergebnisse
3.1 Patientenmerkmale

Ingesamt wurden in der vorliegenden Fallkontrollstudie 241 Minner, die im Alter von
35-45 Jahren ihren ersten MI hatten, fiir die FII G20210A-Mutation genotypisiert. Das
Kontrollkollektiv (Vergleichsgruppe) bestand aus 239 offensichtlich gesunden
Personen. Anamnestische Daten sowie zahlreiche technische und Labormewerte von

Patienten und Kontrollpersonen wurden erfalit und ausgewertet.

Tabelle 6 stellt eine Anzahl moglicher pathologischer Risikoparameter im Vergleich der

Patienten- gegen Kontrollgruppen als MW oder prozentual dar.

Die Analyse der iiberpriiften Merkmale ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollpersonen bei diastolischem Blutdruck, der

Lipoprotein(a)- und PAI-1-Konzentration.

Zu eindeutig signifikanten Unterschieden (p<0,05) fiihrten dagegen die Vergleiche
zwischen Patienten und Kontrollpersonen bei allen anderen Merkmalen (Alter,
Gesamtcholesterin, BMI, Raucher, positive Familienanamnese, Angina pectoris,
Hypertonus, Hypercholesterindmie, systolischem Blutdruck, HDL- sowie LDL-
Cholesterin, D-Dimer, Triglyzerid-, Fibrinogen-, CRP- und Plasminogen-

Konzentration).

Insbesondere soll hier auf das Risikoverhiltnis bzw. auf die Privalenz zwischen
Patienten und Kontrollen bei den folgenden kardialen Risikofaktoren ,,Raucher®,
,»positive Familienanamnese*, »Angina pectoris®, ,Hypertonus* und
,Hypercholesterindmie* hingewiesen werden. So liegt das MI-Risiko z.B. bei Rauchern
13,9-fach (95%-CI: 8,7-22,2) hoher als bei Nichtrauchern; und bei Personen mit
Hypertonus betrédgt die Relation zwischen Patienten und Kontrollen 6,4-fach (95%-CI:
3,6-11,2) zu 1. Der entsprechende Anteil bei Patienten mit Angina pectoris zur

Kontrolle betrigt 2,32-fach (95%-CI: 2,1-2,6) zu 1.
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Variablen Patienten Kontrolle b OR (95%-CI)
(n=241) (n=239)

Alter (Jahre) 38,614,4 34,917,1 0,001

Blutdruck, syst. (mm Hg) 120,7x12,4 125,0£12,4 0,001

Blutdruck, diast. (mm Hg) 79,0£7,1 79,1184 ns

Ges.-Cholesterin (mg/dl) 238,1+51,3 210,8+40,9 0,001

HDL-Cholesterin (mg/dl) 36,248,6 48,6+12,0 0,001

LDL-Cholesterin (mg/dl) 168,5+45,9 137,2+34,1 0,001

Triglyzeride (mg/dl) 137 (44-862) 92 (27-1823) | 0,001

Lipoprotein(a) (mg/dl) 14 (0-174) 13 (0-174)" ns

BMI (kg/m®) 26,7£3,5 25,8435 0,001

Fibrinogen (g/1) 282,5+60,9 257,1+47,0 0,001

Plasminogen (%) 98,2+20,1 96,5+13,7 0,036

PAI-1 (UN) 2,9 (0,0-21,3) | 2,5(0,0-23,0 ns

D-Dimer (ng/ml) 281 (57-1280) 252 (80-933) | 0,007

CRP (mg/1) 0,7 (0,0-25,0) [ 0,5(0,1-17,5)° | 0,003

Raucher 210 (87,5%) 80 (33,5%) 0,001 | 13,9 (8,7-22,2)

Positive Familienanamnese 110 (49,5%) 39 (16,3%) 0,001 5,0 (3,3-7,8)

Angina pectoris 59 (24,5%) 0 (0%) 0,001 2,3 (2,1-2,6)

Hypertonus 79 (32,8%) 17 (7,1%) 0,001 | 6,4 (3,6-11,2)

Hypercholesterindmie 86 (36,9%) 39 (16,3%) 0,001 3,0 (1,9-4,6)

'n=114; *n=117; *n=164

Angegeben sind MW=ZSD bzw. Median und Spannbreite der MeBwerte und/oder der Anteil der Patienten
und Kontrollen. Die Auswertung von Triglyzeriden, Lipoprotein(a), PAI-1, D-Dimer und CRP erfolgte
nach Logarithmierung der Daten. Die Vergleiche jeweils fiir zwei unabhidngige Gruppen/Merkmale
wurden mit dem Student’s t-Test oder mittels des y>-Tests nach Pearson durchgefiihrt. In letzterem Fall
wurden zusétzlich die OR und das 95%-CI bestimmt.

Tabelle 6. Populationscharakteristika von Patienten und Kontrollen
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3.2 Faktor II- und Faktor V-Genotypisierung - Gesamtkollektiv

Bei der Genotypverteilung von Patienten und Kontrollpersonen gab es keine
signifikanten Unterschiede, wie Tabelle 7 darlegt. Es wurde weder fiir FII noch fiir FV

homozygote Triager der Mutation bei Patienten oder Kontrollen identifiziert.

Faktoren Genotyp | Patienten Kontrollen | p | OR (95%-CI)
GG 223 (99,1%) | 230 (98,3%)

FIT G20210A ns [ 0,5(0,1-2,8)
GA 2 (0,9%) 4 (1,7%)
GG 220 (91,3%) | 218 (92,8%)

FV G1691A ns | 1,2 (0,6-2,4)
GA 21 (8,7%) 17 (7,2%)

Angegeben sind die Anzahl bzw. der Anteil der Patienten und Kontrollen mit dem jeweiligen Genotyp.
Der Vergleich der Hiufigkeiten der einzelnen Genotypen erfolgte mittels x>-Tests nach Pearson oder
Fisher’s exact Test. Zusitzlich wurden die OR und das 95%-CI bestimmt.

Tabelle 7. Verteilung der Faktor II G20210A- und der Faktor V G1691A-Genotypen
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3.3 Faktor II-Genotypisierung - Teilkollektive

Tabelle 8 enthilt die Verteilung von FII G20210A-Genotypen in Teilkollektiven der

Patienten und Kontrollgruppen.

Die Unterschiede der Hiufigkeiten in Bezug auf die Genotypen sind zwischen den
verglichenen Teilkollektiven der Patienten und der Kontrollen bei allen untersuchten

Variablen statistisch nicht signifikant.

Variablen FII G20210A | Patienten | Kontrollen | p | OR (95%-CI)

GG 29 153 1 (Referenz)
Nichtraucher ns

GA 0 2 --

GG 193 77 13,2 (8,2-21,3)
Raucher ns

GA 2 2 5,3 (0,7-38.,9)

GG 102 194 1 (Referenz)
Negative Familienanamnese ns

GA 1 2 0,9 (0,1-10,6)

GG 102 36 5,4 (3,4-8,4)
Positive Familienanamnese ns

GA 1 2 0,9 (0,1-10,6)

GG 169 230 1 (Referenz)
Keine Angina pectoris ns

GA 0 4 --

GG 51 0 -
Angina pectoris --

GA 1 0 --

GG 150 213 1 (Referenz)
Kein Hypertonus ns

GA 73 17 0,7 (0,1-3,9)

GG 2 4 6,1 (3,4-10,7)
Hypertonus --

GA 0 0 --

GG 137 192 1 (Referenz)
Keine Hypercholesterindmie ns

GA 2 4 0,7 (0,1-3,9)

GG 79 38 2,9 (1,9-4.,5)
Hypercholesterindmie --

GA 0 0 --

Angegeben sind die Anzahl bzw. der Anteil der Patienten und Kontrollen mit dem jeweiligen Genotyp.
Der Vergleich der Hiufigkeiten der einzelnen Genotypen erfolgte mittels x>-Tests nach Pearson oder
Fisher’s exact Test. Zusitzlich wurden die OR und das 95%-CI bestimmt.

Tabelle 8: Verteilung der Faktor II G20210A-Genotypen bei Patienten- und Kontroll-
Teilkollektiv
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3.4 Faktor V-Genotypisierung - Teilkollektive

Tabelle 9 enthilt die Verteilung der FV G1691A Genotypen in Teilkollektiven der

Patienten und Kontrollgruppen.

Die Unterschiede der Hiufigkeiten in Bezug auf die Genotypen sind zwischen den
verglichenen Teilkollektiven der Patienten sowie der Kontrollen bei den untersuchten

Merkmalen statistisch nicht signifikant.

Variablen Faktor V G1691A | Patienten | Kontrollen | p | OR (95%-CI)

GG 24 144 1 (Referenz)
Nichtraucher ns

GA 6 12 3,0 (1,0-8,8)

GG 196 74 15,9 (9,6-26,4)
Raucher ns

GA 14 5 16,8 (5,5-50,9)

GG 100 183 1 (Referenz)
Negative Familienanamnese ns

GA 12 14 1,6 (0,7-3,5)

GG 103 35 5,4 (3,4-8,4)
Positive Familienanamnese ns

GA 7 3 4,3 (1,1-16,9)

GG 164 218 1 (Referenz)
Keine Angina pectoris ns

GA 14 17 1,1 (0,5-2,2)

GG 52 0 -
Angina pectoris --

GA 7 0 -

GG 150 203 1 (Referenz)
Kein Hypertonus ns

GA 12 15 1,1 (0,4-2,3)

GG 70 15 6,3 (3,5-11,5)
Hypertonus ns

GA 9 2 6,1 (1,3-28,6)

GG 136 184 1 (Referenz)
Keine Hypercholesterindmie ns

GA 11 13 1,1 (0,5-2,6)

GG 78 34 3,1(1,9-4,9)
Hypercholesterindmie ns

GA 8 4 2,7 (0,8-9,2)

Angegeben sind die Anzahl bzw. der Anteil der Patienten und Kontrollen mit dem jeweiligen Genotyp.
Der Vergleich der Hiufigkeiten der einzelnen Genotypen erfolgte mittels x>-Tests nach Pearson oder
Fisher’s exact Test. Zusitzlich wurden die OR und das 95%-CI bestimmt.

Tabelle 9. Verteilung der Faktor V G1691A-Genotypen bei Patienten- und Kontroll-
Teilkollektiv
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3.5 Vergleich der Populationscharakteristika abhéngig von der Faktor II

G20210A-Mutation

In Tabelle 10 werden Populationscharakteristika von Triagern und Nichttragern der FII

G20210A-Mutation
gegeniibergestellt.

innerhalb

der

Patienten-

bzw.

der

Kontrollgruppe

In keiner Gruppe konnte ein signifikanter Unterschied im Hinblick auf die angegebenen

Parameter ermittelt werden.

Patienten Kontrollen

Variablen

FII G20210G | FII G20210A | p | FI1 G20210G | FII G20210A | p
Alter (Jahre) 38,5+4.,4 35,0+8,5 ns 34,7+7,1 38,3+3,4 ns
Blutdruck, syst. (mm Hg) 120,9+12,4 113,3+7,9 ns 124,7+12,4 126,3+6,3 ns
Blutdruck, diast. (mm Hg) 79,1+7,1 76,7+4,7 ns 79,0+8,5 77,5+6,5 ns
Ges.-Cholesterin (mg/dl) 238,1+51,6 192,5+37,5 ns 211,0+41,2 190,0+25,2 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 36,3+8,8 40,5+7,8 ns 48,8+11,9 42,8+12,6 ns
LDL-Cholesterin (mg/dl) 168,7+46,4 111,5+16,3 ns 137,1+34,2 132,0+32,5 ns
Triglyzeride (mg/dl) 138 (44-629) | 204 (101-307) | ns | 93 (27-1823) 73 (48-111) | ns
Lipoprotein(a) (mg/dl) 14 (0-174) 24 (0-47) ns 12 (0-174) 25 (9-102) ns
BMI (kg/m°) 266,4+34.,0 260,7+1,5 ns | 257,3%£34,1 276,5£56,1 ns
Fibrinogen (g/1) 281,0+£59,6 338,0£52,3 | ns | 257,6+47,1 261,8+67,1 ns
Plasminogen (%) 98,7+19,7 103,2+29,8 ns 96,3+13,8 101,3+5,8 ns
PAI-1 (UN) 3,0(0,0-21,3) | 2,1(2,0-2,2) | ns | 2,5(0,0-23,0) | 2,0(0,0-3,2) | ns
D-Dimer (ng/ml) 278 (57-1280) | 187 (85-289) [ ns | 252 (80-933) | 329 (238-498) | ns
CRP (mg/l) 0,7 (0,0-25,0) | 1,2(0,6-1,9) | ns | 0,4(0,1-17,5) | 0,8 (0,4-2,3) | ns

Angegeben sind MW=SD bzw. Median und Spannbreite der MeBwerte. Der Vergleich von Triglyzeriden,
Lipoprotein(a), PAI-1, D-Dimer and CRP erfolgte nach Logarithmierung. Bei den Vergleichen kam der
Student’s t-Test zum Einsatz.

Tabelle 10. Ergebnisse der iiberpriiften Merkmale von Patienten und Kontrollpersonen
beziiglich des Faktor II G20210A-Genotyp
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3.6 Vergleich der Populationscharakteristika abhingig von der Faktor V G1691A-

Mutation

In Tabelle 11 werden Populationscharakteristika von Trigern und Nichttragern der FV

G1691A-Mutation innerhalb der Patienten- bzw. der Kontrollgruppe gegeniibergestellt.

In den Patiententeilgruppen unterscheiden sich die Triglyzerid- und D-Dimer-Werte
signifikant, und in der Kontrollteilgruppen nur die D-Dimer-Werte. In keiner der beiden
Gruppen zeigten sich sonst signifikanten Unterschiede im Hinblick auf anderen

angegebenen Parameter.

Patienten Kontrollen

Variablen

FV G1691G | EV.G1691A p FV G1691G | FV.GI691A p
Alter (Jahre) 38,5+4,4 39,5£3,9 ns 34,8+7,1 34,6+6,6 ns
BMI (kg/m") 266,7+33,6 272,6+44,3 ns 255,8+32,0 279,6£53,5 ns
Blutdruck, syst. (mm Hg) 120,8+12,4 119,8+12,9 ns 125,0+12,4 123,8+12,9 ns
Blutdruck, diast. (mm Hg) 79,2+7,1 77,1+7,84 ns 78,9+8.4 81,25+8,47 ns
Ges.-Cholesterin (mg/dl) 237,6+50,3 243,3+62,4 ns 210,4+41,0 214,6+42.,4 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 36,0£8,5 38,2+£10,0 ns 49,2+11,7 44,1£15,2 ns
LDL-Cholesterin (mg/dl) 168,3+44.,9 171,4+£57,4 ns 137,0£33,5 136,5+43,5 ns
Triglyzeride (mg/dl) 136 (46-862) [ 150 (44-629) [0,021| 91 (27-1823) | 147 (43-466) | ns
Lipoprotein(a) (mg/dl) 14 (0-174) 14 (0-128) ns 14 (0-174) 8 (0-16) ns
Fibrinogen (g/1) 285,0+61,8 254,6+42,0 ns 258,2+47,0 244,4+46,0 ns
Plasminogen (%) 98,1+20,2 98,6+19,5 ns 96,3+13,5 96,4+16,3 ns
PAI-1 (U/) 3,0(0,0-21,3) | 2,6 (0,5-20,5) | ns |2,5(0,0-23,0) | 3,0(0,4-11,3) | ns
D-Dimer (ng/ml) 268 (57-1280) | 401 (98-1280) [ 0,023 [ 249 (80-933) | 332 (168-681) | 0,008
CRP (mg/l) 0,8 (0,0-25,0) | 0,6 (0,0-25,0) [ ns | 0,4(0,1-17,5) | 0,7 (0,2-8,0) ns

Angegeben sind MW=SD bzw. Median und Spannbreite der MeSwerte. Der Vergleich von Triglyzeriden,
Lipoprotein(a), PAI-1, D-Dimer and CRP erfolgte nach Logarithmierung. Bei den Vergleichen kam der
Student’s t-Test zum Einsatz.

Tabelle 11. Ergebnisse der iiberpriiften Merkmale von Patienten und Kontrollpersonen
beziiglich der Faktoren Faktor V G1691G/A-Genotyp
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3.7 Beschreibung der Faktor II G20210A-Triger

Fiir die zwei Patienten und vier Kontrollpersonen, die heterozygot fiir die FII G20210A-
Mutation sind, sind die individuellen Charakteristika in Tabelle 12 dargestellt.

Bei der Gesamt-Cholesterin auffillig, da Patient 2 und Kontrolle 2 oberhalb des
Normwerts liegen. In Bezug auf das HDL-Cholesterin ist der Wert bei Patient 2

grenzwertig und bei Kontrolle 2 unterhalb des Normbereichs.

Kontrollperson zwei liegt auch bei LDL-Cholesterin iiber dem Referenzbereich. Der
MeBwert von Lipoprotein(a) liegt fiir Patient 1 und Kontrollperson 3 weit iiber dem
Normwert. Beim BMI iiberschreiten beide Patienten und Kontrollpersonen 2 bis 4 den

Normwert.

Ferner sind bei Patient 2 sowohl der Fibrinogen- als auch Plasminogen-Wert erhoht. Bei
der Untersuchung des D-Dimers wurde bei den Kontrollpersonen 2 bis 4 eine Erhohung
des Werts festgestellt. Fiir CRP zeigten sich pathologische Werte bei Patient 1 und 2
sowie bei Kontrolle 2 und 4. Die Frage, ob sie Raucher sind, wurde von Patient 1 und 2
sowie von den Kontrollpersonen 2 und 4 bejaht. Aulerdem gaben die Kontrollpersonen

2 und 4 an, daf es bei Verwandten ersten Grades bereits einen MI gegeben hat.
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Variablen Refel:enz- Patienten Kontrollpersonen
bereich* 1 2 1 2 3 4
Alter (Jahre) - 29 41 43 37 38 35
Blutdruck, syst. (mm Hg) < 140 113 113 120 125 125 135
Blutdruck, diast. (mm Hg) <90 73 80 80 70 75 85
Stenosierte Koronargefifie (n) - 1 1 - - - -
Ges.-Cholesterin (mg/dl) <200 166 | 219 160 221 194 185
HDL-Cholesterin (mg/dl) > 35 46 35 56 26 47 42
LDL-Cholesterin (mg/dl) <155 100 | 123 94 173 135 126
Triglyzeride (mg/dl) <200 101 | 307 48 111 60 86
Lipoprotein(a) (mg/dl) <30 47 kA 25 9 102 kA
BMI (kg/m°) 18,5-24,9 26,0 | 26,1 | 232 | 27,5 | 243 | 35,6
Fibrinogen (g/1) 180-350 301 | 375 166 319 294 268
Plasminogen (%) 75-120 82 124 94 108 100 102
PAI-1 (UN) 0,3-3,5 2,0 2,2 2,0 32 0,0 kA
D-Dimer (ng/ml) <300 84,6 | 289,2 | 238,2 | 3524 | 498,1 | 306,4
CRP (mg/1) <0,5 0,6 1.9 kA 2,3 0.4 0.8
Raucher nein ja ja nein ja nein ja
Positive Familienanamnese nein ja nein | nein ja nein ja
Angina pectoris nein ja kA nein | nein | nein | nein
Hypertonus nein nein | nein | nein | nein | nein | nein
Hypercholesterindmie nein nein | nein | nein | nein | nein | nein
FV G1691A GG (,,Wildtyp”) | GG | GG GG GG GG GG

Bei den quantitativen Laborparametern ist der entsprechende Referenzbereich angegeben, bei den
anderen qualitativen Merkmalen gilt die Variable ohne kardiovaskuldres Risiko als ,Referenz®. Werte
auBlerhalb des Referenzbereichs bzw. die Risikovarianten sind grau unterlegt.

Tabelle 12: Detailierte Beschreibung von Trigern der Faktor II G20210A-Mutation
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3.8 Vergleich der Populationscharakteristika bei positiver und negativer

Familienanamnese

Die folgende Tabelle 13 gibt die Ergebnisse aus dem Vergleich der untersuchten
Merkmale innerhalb der Patientengruppen und der Kontrollen in Bezug auf eine
negative bzw. positive Familienanamnese wieder. Als positive Familienanamnese gilt
das Eintreten eines MI vor dem 60. Lebensjahr bei mindestens einem Verwandten 1.

Grades.

In den Patientengruppen wurde bei keinem Merkmal ein signifikanter Unterschied
zwischen negativer und positiver Familienanamnese festgestellt; dagegen fanden sich
bei den Kontrollen signifikante Unterschiede im Bezug auf das Alter, Gesamt-

Cholesterin, Triglyzeride, BMI, Plasminogen und PAI-1 (Tabelle 13).

Im Einzelnen unterschied sich das mittlere Alter der Patienten zwischen negativer und
positiver Familienanamnese mit 39,0+4,5 und 38,3+4,2 Jahren statistisch nicht
signifikant; dagegen bestand ein signifikanter Unterschied zwischen dem mittleren Alter
in den Kontrollteilgruppen: das entsprechende mittlere Alter in diesen Untergruppen
betrug 34,2+7,1 Jahre bei den Probanden mit negativer Familienanamnese bzw.

38,5+5,6 Jahre bei den Personen mit positiver Familienanamnese.

Beim  Gesamtcholesterin  lagen die mittleren Konzentrationen in den
Patientenuntergruppen eindeutig hoher als in den Vergleichsuntergruppen der
Kontrollen. Die vorkommenden Differenzen innerhalb der beiden Untergruppen sind
wie beim Alter vergleichbar. Ein signifikanter Unterschied ergab sich nur zwischen
Persornen mit negativer (207,5+40,5 mg/dl) und positiver (227,4+39,4 mg/dl)
Familienanamnese in den Untergruppen des Kontrollkollektivs (p=0,005). Geringfiigige
Unterschiede bestehen dagegen zwischen den MW in den Patientenuntergruppen
(negative Familienanamnese: 237,1£53,4 mg/dl; positive Familienanamnese:

240,7+50,5 mg/dl).

Das gleiche Ergebnis ergab sich zwischen Patienten und Kontrollen, was die gemessene
Triglyzeridkonzentration anbetrifft. Bei anndhernd gleichen MW in den
Patientengruppen  (negative  Familienanamnese: 141/44-862 mg/dl; positive

Familienanamnese: 144/47-521 mg/dl fand sich ein signifikanter Unterschied (p=0,001)
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bei den Kontrollteilgruppen zwischen negativer und positiver Familienanamnese. Die

entsprechenden Werte betrugen: 89/27-1772 mg/dl bzw. 120/53-1823 mg/dl.

Fir Plasminogen konnte eine nahezu gleiche MeBwertverteilung in den
Patientenuntergruppen mit negativer und positiver Familienanamnese festgestellt
werden; der Unterschied zwischen 98,6+20,4 g/ und 97,8+20,0 g/l war nicht
signifikant. Demgegeniiber unterschieden sich die gefundenen MeBwerte in den
Kontrollteilgruppen signifikant (p=0,001). Die entsprechenden Werte betrugen
95,3+13,5 g/l und 103,0+13,1 g/1.

Genauso verhielten sich die MeBwerte fiir die Variable PAI-1. Wihrend sich in den
Patientengruppen die gemessenen MW voneinander unterschieden, ergab ein
signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen (p=0,020). Die entsprechenden
Werte betragen in der Untergruppe mit negativer Familienanamnese 2,4/ 0,0-23,0 U/I

und in der Untergruppe mit positiver Familienanamnese 3,0/1,0-9,9.
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Familienanamnese

Variablen Patienten Kontrollen

negativ positiv negativ positiv

(n=112) (n=110) P (n=200) (n=39) P
Alter (Jahre) 39,0+4,5 38,3+4,2 ns 34,2+7,1 38,5+5,6 0,001
Blutdruck, syst. (mm Hg) 120,1+11,2 121,6+13,3 ns 125,4+12,5 123,2+11,9 ns
Blutdruck, diast. (mm Hg) 79,2+7.0 78,7+7,2 ns 135,1+34,1 148,7+31,9 ns
Ges.-Cholesterin (mg/dl) 237,1+53,4 240,7£50,5 | ns | 207,5+40,5 227,4£39.4 10,005
HDL-Cholesterin (mg/dl) 36,5+8,3 35,7+7,0 ns 49,0+12,0 46,7+12,1 ns
LDL-Cholesterin (mg/dl) 120,1+11,2 121,6+13,3 ns 79,1+8,5 79,4+8.4 ns
Triglyzeride (mg/dl) 141 (44-862) | 144 (47-521) | ns | 89 (27-1772) | 120 (53-1823) | 0,001
Lipoprotein(a) (mg/dl) 13 (0-132) 14 (0-128) ns 11 (0-174) 14 (0-167) ns
BMI (kg/m’) 26,8+3,2 26,8+3,7 ns 25,6+3,4 26,8+3.4 0,021
Fibrinogen (g/1) 280,0+56,4 287,2465,0 | ns | 257,5+47,2 255,2446,3 ns
Plasminogen (g/1) 98,6+20,4 97,8+20,0 ns 95,3+13,5 103,0+13,1 0,001
PAI-1 (UN) 2,7 (0,0-20,5) | 3,3(0,0-21,3) | ns | 2,4 (0,0-23,0) [ 3,0(1,0-9,9) |0,020
D-Dimer (ng/ml) 286 (57-1280) [ 271 (81-1280) | ns | 249 (98-933) | 264 (80-698) ns
CRP (mg/l) 0,7 (0,0-9,1) | 0,8 (0,0-25,0) | ns | 0,4 (0,1-17,5) | 0,5(0,1-2,3) ns

Angegeben sind MWxSD bzw. Median und Spannbreite der MeSwerte. Der Vergleich von Triglyzeriden,
Lipoprotein (a), PAI-1, D-Dimer and CRP erfolgte nach Logarithmierung mit dem Student’s t-Test.

Tabelle 13. Populationscharakteristika von Patienten und Kontrollen in Abhéngigkeit
von der Familienanamnese
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4. Diskussion

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Beantwortung der Frage, ob und in
welchem Ausmal} die FII G20210A-Mutation allein oder in Kombination mit anderen
Risikofaktoren an der Entstehung des MI beteiligt ist. Die Besonderheit der Studie liegt
bei der Rekrutierung junger Patienten, da aufgrund der geringeren Ausprigung bzw.
Héufigkeit etablierter Risikofaktoren in dieser Gruppe eine Gen-Krankheits-Assoziation
deutlicher herausgearbeitet werden kann (96,97). An der Untersuchung nahmen 241
minnliche Patienten im Alter zwischen 35 und 45 Jahre teil, die sich wegen eines
vorangehenden MI in koronarer Rehabilitation befanden. Aus dem Projekt ,,PROCAM-
Studie* dienten 239 Personen ohne MI als Kontrolle. Im Folgenden werden die eigenen

Ergebnisse diskutiert und mit entsprechenden Literaturangaben verglichen.

Beziiglich der untersuchten Variablen Gesamt-, HDL- und LDL-Cholesterin lagen die
MW bei den Patienten bei 238,1+51,3, 36,2+8,6 und 168,5+45,9, bei den
Kontrollpersonen bei 210,8+40,9, 48,6+12,0 und 137,2434,1 mg/dl. Damit lagen die
gemessenen mittleren Werte fiir Gesamt- und LDL-Cholesterin signifikant hoher bei
den Patienten als bei den Kontrollen, die mittleren HDL-Cholesterinwerte verhalten sich
umgekehrt. Ebenso sind die mittleren Werte fiir Fibrinogen und Plasminogen mit
jeweils 282+60,9 g/l bzw. 98,2+20,1 g/l bei den Patienten signifikant hoher als bei den
Kontrollen mit jeweils 257+47,0 g/l bzw. 96,5+13,7 g/l. Wesentliche Unterschiede
bestehen auch in Bezug auf die Variablen D-Dimer und CRP. Die entsprechenden
Werte betrugen bei den Patienten 281/57-1280 ng/ml bzw. 0,7/0-25 mg/l und bei den
Kontrollpersonen 252/80-933 ng/ml bzw. 0,5/0,1-17,5 mg/l. Andere kardiovaskulére
Risikofaktoren wie positive Familienanamnese, Diabetes mellitus, Angina pectoris,
Hypertonie, Hypercholesterinamie und Nikotinkonsum waren signifikant hdufiger bei

Patienten als bei den Kontrollen zu finden (Tabelle 6).

Familienstudien belegen die grundsitzliche Relevanz genetischer Risikofaktoren im
Bezug auf die Entstehung von Stenosen bis zu thrombotischen Okklusionen in
Koronararterien (106,107). Genetischen Mutationen von Proteinen, die an der Blut-
Gerinnung unmittelbar beteiligt sind, kommt eine besondere Bedeutung fiir die
Pathogenese akuter koronarer Prozesse zu (108-110). Als Ursachen arterieller

Thrombosen werden in diesem Zusammenhang hereditire Varianten von
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Gerinnungsfaktoren (111-113) sowie der Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase
(106,114,115) in Betracht gezogen.

Schwerpunktmélig wurden in der vorliegenden Studie neben den konventionellen
Risikofaktoren fiir die Entstehung der KHK die genetischen Polymorphismen FII
G20210A und FV G1691A auf ihre Risikoassoziation untersucht. Beziiglich der
Genotypisierung von FII G20210A konnte kein signifikanter Unterschied zwischen

Patienten und Kontrollen festgestellt werden (Tabelle 7).

Die Ergebnisse einiger Studien weisen darauf hin, dal zwischen dem Vorkommen der
FII-Mutation und dem Risiko fiir einen MI ein eindeutiger Zusammenhang besteht
(10,6,116,117). Dieser zeigt sich in Kombination mit weiteren kardialen Risikofaktoren
besonders deutlich (118-121). Rosendaal et al. zeigten beispielsweise an einer
Subpopulation von jungen Frauen mit MI, da3 die FII G20210A-Mutation zwar in
Kombination mit anderen Faktoren auch einen wesentlichen Risikofaktor darstellt,
isoliert betrachtet jedoch nicht (106,122). Diametral dazu ist die Meinung anderer
Autoren, die diesbeziiglich keine signifikante Korrelation fanden (117,123-126).

Unbestritten ist demgegeniiber die Tatsache, dal die FII G20210A- und die FV
G1691A-Varianten Risikofaktoren fiir venose Thromboembolien darstellen (118-
120,122,123,127,128). Die Pridvalenz der FII-Mutation bei Patienten mit
thrombotischen Erkrankungen variiert nach Literaturangaben zwischen 5 und 19%
(73,114,128-133). Heterozygote Trager der FII G20210A-Variante haben dabei ein
gegeniiber dem Wildtyp ein etwa 2- bis 9-fach erhohtes Thromboserisiko
(114,123,130.131,134,135).

Auf welcher Weise die FII G20210A-Mutation bei verdnderter Molekularstruktur eine
Thromboembolie determiniert, ist allerdings bis dato noch offen. Vereinzelt wurde der
Einflul erhohter Faktor II-Mengen auf das Gerinnungssystem und die
Widerstandsfihigkeit des Endothels gegeniiber Thrombosen nachgewiesen (136).
Wihrend dies fiir das vendse Gefdllsystem iiberzeugend bestitigt wurde (137), ist der
Einflul von FII G20210A im arteriellen GefidB3system bisher Gegenstand kontroverser
Diskussionen (138-140).

Die geringe Privalenz der Mutation stellt bei allen epidemiologischen Untersuchungen

des FII-Polymorphismus einen Engpall fiir klare Schluffolgerungen dar. In der

- 44 -



kaukasischen Normalbevolkerung betrigt die Privalenz der FII G20210A-Mutation bis
zu 4% (114,121,122, 129-131,136,141,142). Innerhalb Europas 146t sich eine Zunahme
von Nord nach Siid erkennen (103,143). Mit etwa 4% wurde auch die Priavalenz in der
israelischen Normalbevolkerung veranschlagt. Dagegen war die FII-Mutation in

asiatischen und afrikanischen Regionen selten zu finden (69,76).

Eine zusammenfassende Ubersicht der Hiufigkeit der FII G20210A-Mutation bei
Patienten mit vorausgegangenem MI und entsprechenden Kontrollkollektiven in
verschiedenen Lindern liefert Tabelle 14. Die hier aufgelisteten Héaufigkeiten der
Mutation fiir das Patientenkollektiv variieren zwischen 7% bei 83 untersuchten
Personen und 1,9% bei einer Gruppe mit 560 Personen. Demzufolge sind diese
Ergebnisse unterschiedlich valide zu bewerten. Auffillig ist allerdings, dafl auch die
Kontrollgruppen der erstgenannten Untersuchung mit 3,9% deutlich iiber der Frequenz
anderer Untersuchungen liegen. Aus dem Vergleich zwischen Patienten und Kontrollen
ergab sich ein signifikanter Unterschied in den Niederlanden mit einer OR von 4,2
(95%-CI: 1,2-14,5) und in Brasilien (OR: 4,8; 95%-CI: 1,0-23,4), bei den anderen

Studien konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Um zuverldBige Ergebnisse zu ermoglichen, miissen daher sehr grofle

Patientenkollektive untersucht werden.

Land Patienten Kontrollen P OR (95%-CI) Autoren
USA 4/79 (5,1%)" 6/381 (1,6%) | 0,053 | 3,3(0,9-12,1) | Rosendaal et al. 1997
Israel 6/83 (7,2%)* 6/166 (3,6%) | 0,209 2,3 (2,1-2,6) Inbal et al. 1997

10/560 (1,8%)° | 8/646 (1,2%) | 0,434 1,5 (0,6-3,7) Doggen et al. 1998

Holland
71173 (4,1%) 4/400 (1,0%) | 0,021 | 4,2 (1,2-14.5) Franco et al. 1999

Brasilien | 7/220 32%) | 2/295 (0,7%) | 0,042 | 4.8 (1,0-23,4) | Arruda etal. 1998
Ttalien 11/200 (5,5%) | 8/200 (4,0%) | 0,481 | 1,4 (0,5-3,6) | Ardissino et al. 1999

Thur Frauen; Znur Ménner

Tabelle 14. Literaturangaben iiber die Hiufigkeit der FII G20210A-Mutation bei
Patienten mit MI (zusammengefalt in 116)
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Einige Autoren vermuten, daBl nur die homozygote Form der FII-Mutation zu
thrombotischen Ereignissen priadisponiert (136,144-146). Bisher gibt es nur vereinzelte
Beschreibungen homozygoter Trager. Deshalb ist eine Einschitzung zu ihrem
thrombogenen Risiko bislang nicht als zuverlédssig zu betrachten (114,147,148). Das
Vorkommen homozygoter FII G20210A-Trdger in der Bevolkerung wird gegenwirtig
auf nur 0,014-0,016% geschitzt. In der hier durchgefiihrten Studie wurden keine

homozygoten Trager gefunden.

Beim Vergleich der Ausprigung verschiedener Risikofaktoren bei Trigern und
Nichttrdgern der Mutation innerhalb derselben Gruppe (Patienten und Kontrollen)
konnte weder fiir die qualitativen noch fiir die quantitativen Merkmale ein Unterschied

nachgewiesen werden (Tabellen 8 und 10).

Auch die FV-Mutation kommt als Risikofaktor fiir MI in Betracht. Die Uberpriifung
dieser Annahme soll im Folgenden diskutiert werden. Die Rolle der FV G1691A-
Mutation ist bei der Entstehung arterieller Thrombosen, trotz zahlreicher
Untersuchungen, bis dato nicht génzlich gekliart (121,123-126,149). Moglicherweise
fiihrt erst das gleichzeitige Vorkommen einer genetischen Mutation mit anderen
prothrombotischen Risikofaktoren zu einem Anstieg des Thromboserisikos. So haben
heterozygote Triager der FV G1691A-Mutation ein hohes Risiko fiir das Eintreten eines
MI, sobald andere Risiken (wie z.B. Nikotinabusus, metabolische Risikofaktoren)

vorliegen (118,120).

Die eigenen Ergebnisse sind weitgehend mit Literaturstellen (106,114,123,150,151)
vergleichbar, was die FV-Genotypisierung anbelangt. Homozygote Triger der Mutation
wurden nicht gefunden. Die Zahl der Trdger unterschied sich beim Vergleich von

Patienten und Kontrollen nicht signifikant (Tabelle 7).

Beim Vergleich der Ausprigung verschiedener Risikofaktoren bei Trigern und
Nichttrdgern der Mutation innerhalb derselben Gruppe (Patienten bzw. Kontrollen)
konnte fiir einige qualitativen Merkmale ein Unterschied nachgewiesen werden (Tabelle
9). Beziiglich der quantitativen Ergebnisse zeigten sich jedoch in wenigen Fillen
signifikante Unterschiede: Diese konnten bei den Patienten fiir die Variablen
Triglyzeride und D-Dimer sowie in der Kontrollgruppe fiir D-Dimer festgestellt werden

(Tabelle 11). Die in Tabelle 12 dargestellten Patientencharakteristika bei Trigern der
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FIT G20210A-Mutation lassen dariiber hinaus kein klares Muster erkennen, so da} sich

hieraus keine typische Risikokonstellation ableiten 14f3t.

Briiggemann (114) stellte bei 308 Blut- und Thrombozytenspendern fest, dal sich in der
Familienanamnese der genetisch auffilligen Blutspender hoch signifikante Hinweise auf
thrombembolische Ereignisse finden lassen. ,,Dies gilt insbesondere fiir Spender, die fiir
die FII G20210A- oder die FV G1691A-Mutation heterozygot sind“. Unter
Beriicksichtigung der Familienanamnese fand sich aber lediglich in der Gruppe der
Kontrollpersonen ein statistisch signifikanter Unterschied bei folgenden Merkmalen:
Alter, Gesamtcholesterin, Triglyzeride, BMI, Plasminogen und PAI-1 (Tabelle 13).
Dieses Ergebnis weist auf eine stdrkere genetische Komponente bei der Regulation
dieser Faktoren hin, die sich in einer familidiren Haufung von MI widerspiegelt. Die
Tatsache, dafl in der Patientengruppe an keiner Stelle ein solcher Zusammenhang zu
finden war, ist moglicherweise auf die zahlreichen Interaktionen der einzelnen
Risikofaktoren und therapeutischer MaBBnahmen nach dem akuten Ereignis zu verstehen,

die eine klare Assoziation nicht mehr erkennen lassen.

Kritische Betrachtung

Polymorphismen sind Genvarianten, die bei iiber einem Prozent der Bevolkerung
vorkommen. In vielen Fillen haben diese einen mittelbaren oder unmittelbaren Effekt
auf Expression oder Funktionalitit des betreffenden Genproduktes (Protein) zur Folge.
Im Gegensatz zu relativ hédufig vorkommenden Polymorphismen sind seltene
Genmutationen anzusehen, die auf nur wenige Familien beschrinkt sind, ndmlich so

genannte ,,private Mutationen.

Gegenstand zahlreicher klinischer Studien ist die Bedeutung von Polymorphismen als
Risikofaktor fiir komplexe Erkrankungen wie die KHK. Dabei wird die Haufigkeit eines
bestimmten Polymorphismus bei Patienten wie auch bei nicht betroffenen Personen
untersucht. Kommt dabei ein Polymorphismus signifikant 6fter in der Patientengruppe

vor, dann gilt er als Risikofaktor fiir dieses Krankheitsbild.

Der Vorteil der Bestimmung von Genpolymorphismen als Risikofaktor besteht in dem
konstanten Ergebnis, weil es bei exakter Analytik keinen Storeinfliissen ausgesetzt ist.

Es ist jedoch zu beachten, dal bei Untersuchungen dieser Art schon eine vermeintlich
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geringe Fehlerrate von 1% (falsch positive oder falsch negative Befunde) das Ergebnis
klinischer Studien entscheidend verfilschen kann (152). Die mit biochemischen
Methoden ermittelten  Risikofaktoren unterliegen demgegeniiber multiplen,
prdanalytisch und analytisch bedingten Storeinfliissen. Beispielsweise ist die
Zuverldssigkeit von Parametern der Fibrinolyse an streng standardisierte
Blutentnahmebedingungen gebunden. Dabei miissen tageszeitliche und saisonale
Schwankungen der Plasmaspiegel beriicksichtigt werden. Ebenso werden die Validitit
und Vergleichbarkeit von Ergebnissen durch eine unzureichende Standardisierung und
Spezifitit der Testsysteme betrichtlich erschwert. Im Unterschied zu den
Genpolymorphismen stellen die durch biochemische Analytik gewonnenen Ergebnisse

lediglich eine Momentaufnahme komplexer Pathomechanismen dar.

Durch die multifaktorielle Atiologie und die komplexe Pathogenese der KHK und deren
Komplikationen wird die Ermittlung der Wertigkeit von Genpolymorphismen fiir das
Koronarrisiko jedoch erheblich erschwert. Wihrend z.B. bestimmte genetische
Polymorphismen der Hidmostase eindeutig mit dem weniger komplexen vendsen
Thromboserisiko in Beziehung stehen, ist ihr Stellenwert bei der arteriellen
Koronarrisikoerfassung weniger deutlich. Die bisher gemachten klinischen Studien
weisen entsprechend sehr widerspriichliche Ergebnisse auf. Es wird deutlich, dal3
retrospektiv angelegte Fallkontrollstudien mit kleiner Fallzahl héufig signifikante
Assoziationen einzelner Genpolymorphismen zu koronaren Ereignissen finden,
wohingegen Fallkontrollstudien und prospektive Kohortenstudien mit groBer Fallzahl
keine entsprechenden Zusammenhinge erfassen. Auflerdem ist hiufig ein scheinbar
paradoxes Phidnomen festzustellen: Der Polymorphismus ruft eine signifikante
Modulation des korrespondierenden Plasmaspiegels hervor. Dieser wiederum ist selbst
mit dem klinischen Risiko assoziiert. Jedoch weisen sowohl der Genpolymorphismus
als auch der klinische Phinotyp keine signifikante Beziehung auf. Solche Ergebnisse
basieren auf der Tatsache, daf} ein einzelner Genpolymorphismus nur einer von vielen
Faktoren ist, die sowohl Funktionalitit als auch Konzentration eines relevanten Proteins
(Phdnotyp) determinieren. So beeinflussen z.B. eine Vielzahl von Expositions- und

Dispositionsfaktoren den Proteinsspiegel sowohl positiv als auch negativ (123).

Ein EinfluB des Genotyps auf den Phinotyp 1idBt sich daher nur mit gewissenhaft

durchgefiihrten Studien verifizieren. Wesentliche Griinde fiir falsch positive bzw. falsch
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negative Ergebnisse sind zu geringe Fallzahlen, die ungewollte Selektion von Patienten
und Kontrollen, die fehlende Beachtung unterschiedlicher ethnischer und regionaler
Privalenzen von Genpolymorphismen wie auch die mangelnde Festlegung und

Feststellung eindeutig definierter klinischer Endpunkte (153).

Zu diesen studienbedingten Schwierigkeiten kommt noch das Patientenalter
erschwerend als Problem fiir die Befundinterpretation hinzu: Wenn das Lebensalter
zunimmt, steigt der relative Anteil nichtgenetischer Faktoren am Gesamtrisiko, denn die
Expositionsdauer von Umweltfaktoren und deren Bedeutung nimmt mit zunehmendem
Alter zu. So erkldren beispielsweise genetische Effekte bei Personen im Alter von 20
Jahren etwa 50% der Variabilitit der Fibrinogenspiegel, bei 80-Jdhrigen jedoch nur
20%. Andererseits tragen die wichtigsten Umweltfaktoren im Alter von 20 Jahren 10%
zur Variabilitit der Fibrinogenspiegel bei, jedoch im Alter von 80 Jahren schon
ungefdhr 60%. Diese Erscheinungsbilder sprechen fiir eine starke genetische
Komponente, wenn die Erkrankungen friih einsetzen. Deshalb ist die klinische

Bedeutung von Genpolymorphismen eher bei jungen Patienten zu verifizieren (154).

Zusammenfassend stehen die eigenen Ergebnisse damit im Einklang mit den Resultaten
derjenigen Autoren, die den thrombogenen Faktoren keine besondere Bedeutung beim
erhohten koronaren Risiko zuweisen. Allerdings sollten die fiir die FII G20210A- und
FV G1691A-Mutationen angedeuteten niedrigen Risiken nicht dariiber hinwegtiduschen,
daf} zur genauen Beantwortung dieser komplexen Fragen vor allem prospektive Studien
erforderlich sind (114). Die ausgewerteten Patienten- und Kontrollgruppen beinhalteten
relativ kleine Fallzahlen, so da} nicht auszuschlieBen ist, da3 ein Fehler 2. Art vorliegt.
Damit wird eine so genannte falsch-negative Entscheidung getroffen. Dies gilt vor allem

fiir die untersuchten Teilkollektive (155).

Die widerspriichlichen Forschungsergebnisse konnen z.B. durch die vorkommenden
methodischen Diskrepanzen und unterschiedlichen Erhebungs- und Selektionskriterien
sowie die unterschiedlichsten Fallzahlen bedingt sein, so daf} eine Verallgemeinerung

von einzelnen positiven (signifikanten) Ergebnissen relativiert wird (114,156-159).
Insbesondere sind folgende Punkte hervorzuheben:

* FEin signifikanter Einflul der FII G20210A-Mutation konnte in dieser Studie

wegen der vergleichsweise geringen Patientenzahl sowie der geringen Privalenz
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innerhalb der Patientengruppe nicht bewiesen und nicht widerlegt werden
(fehlende Reprisentativitiit). Fiir valide Ergebnisse sind Untersuchungen mit
grofen Fallzahlen notwendig, da die mit 1,2% bis 2,3% angenommene geringe
Allel-Frequenz in der Allgemeinpopulation eine reduzierte statistische

Nachweiskraft beinhaltet.

= Im Allgemeinen hat neben den Risikofaktoren Lebensalter, Nikotinkonsum,
Hypertonus und andere besonders die familidre Disposition (genetischer Faktor)
einen hohen Stellenwert. Allerdings konnte bislang der exakte Beitrag einzelner
Genpolymorphismen an der Entstehung der KHK beteiligten Funktionen nicht
eindeutig geklart werden.

= Die spezifischen biochemischen Prozesse bei Trigern der FII G20210A-

Mutation sind bislang nicht vollstidndig identifiziert.

= Bei den untersuchten Patienten- und Kontrollkollektiven liegen unterschiedliche
Risikoprofile vor. Eine Kombination atherogener und thrombotischer Faktoren
(161,162) als Ursache fiir koronare Ereignisse ist besonders bei jungen
Menschen gegeben. Dabei kommt auch genetischen Markern eine Rolle zu
(163). Des Ofteren war vorwiegend bei jiingeren Patienten (<50 Jahre) eine
Interaktion  zwischen der FII-Mutation und den konventionellen
kardiovaskuldren Risikofaktoren erkennbar (120,114,124,136,157,164). Mit
kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus,
Hypertonie, insbesondere aber auch Nikotinabusus (144,119,124,136,165)
wurde dabei ein stark synergistischer Effekt nachgewiesen. Die Konstellation
dieser Bedingungen ist allerdings in der Literatur uneinheitlich. Es ist
anzunehemen, daf sich nur dann ein erhohtes Risiko fiir FII G20210A-Triager
ergibt, wenn auch andere konventionelle Risikofaktoren vorliegen

(114,116,144).

Die Bedeutung einzelner Genpolymorphismen konnen nur durch valide Studien exakt
aufgezeigt werden. Auf einer solchen Grundlage ist es moglich, neue Formen der
therapeutischen Intervention bei komplexen Erkrankungen der KHK und der akuten

Koronarsyndrome unter Beriicksichtigung des individuellen Risikos zu entwickeln
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(118). Folgende MaBBnahmen sollten deshalb bei der Planung und Durchfiihrung neuer

Studien unbedingt beriicksichtigt werden:

1.

exakte Ermittlung des phinotypischen Korrelats von Genpolymorphismen, die
als koronare Risikomarker vermutet werden, z.B. Zusammenhang zwischen
Basen- und/oder Aminosdurenaustausch und geédnderter Aktivitit des

Genproduktes;

Fehlerratenminimierung bei der Bestimmung von Genpolymorphismen, weil
diese die Studienergebnisse entscheidend verdndern konnen, moglich durch

geeignete Wiederholungsuntersuchungen in Stichproben;

Vermeidung falsch negativer Untersuchungsergebnisse durch hinreichende
Fallzahlen, z.B. durch statistische Fallzahlermittlung zur Erzielung

ausreichender statistischer Power vor Beginn der Studie;

Vermeidung von falsch positiven Ergebnissen durch Minimierung von

Selektionsfehlern bei der Patientenauswahl und bei Kontrollen;
Veroffentlichung von unter Umstdnden auch negativen Ergebnissen;

eindeutige Festlegung klinischer Endpunkte vor Beginn der Studie und eine

konsequente, exakte Diagnostik;

starkere Fokussierung auf genetische Zusammenhidnge, Gen-Expositions-
Interaktionen (Gen-Umwelt-Interaktionen) sowie auf Wechselwirkungen
zwischen den Regelsystemen, die an der Entstehung der KHK und der akuten
Koronarsyndrome  beteiligt sind, wie Fettstoffwechsel, Hidmostase,
Inflammation, Gefillwand, insulingesteuerter Stoffwechsel,

Homocysteinstoffwechsel.
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6. Glossar

B
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°C
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DNA
dsDNA
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HDL

K

kA

kDa Kilodalton
kg/m®

KHK

LDL

body mass index

Grad Celsius
Konfidenzintervall

C-reaktives Protein

Deziliter
desoxyribonucleid acid

double stranded DNA

enzyme linked immuno
sorbent assay

Gerinnungsfaktor

Gramm

Gravitation

high density lipoprotein

keine Angabe

Kilogramm/Quadratmeter

koronare Herzkrankheit

Liter

low density lipoprotein
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mbar
MI

ml

mg
mmHg
mRNA
MW

ns

OR

PAF
PAI-1

PCR
PDGF

PT
PROCAM

SD
SNP

£

méinnlich

Millibar

Myokardinfarkt

Milliliter

Milligramm

Millimeter Quecksilbersiule
messenger ribonucleid acid

Mittelwert

Anzahl

nicht signifikant

odds ratio

probability
(Signifikanzniveau)

plattchenaktivierender Faktor

Pasminogenaktivator-Inhibitor
1

polymerase chain reaction
platelet derived growth factor
Prothrombin

prospective cardiovascular
Miinster (Study)

Standardabweichung

single nucleotide
polymorphism
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