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ZUSAMMENFASSUNG
Assoziation des AC-Polymorphismus im Gen fir den Angiotensin Il Rezeptor Typ 1 (AT1 R)
mit der koronaren Herzerkrankung und der Restenose nach perkutaner Koronarintervention
Eva-Maria Blum

Eine kausale Therapie der koronaren Herzerkrankung (KHK), der hiufigsten Todesursache in den westlichen
Industrienationen, ist zurzeit trotz groBer Fortschritte in der Kardiologie und Herzchirurgie noch nicht
moglich. Neben den klassischen Risikofaktoren wurden in den letzten Jahren zunehmend auch genetische
pradisponierende Faktoren fiir die Arteriosklerose identifiziert. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
spielt eine wichtige Rolle fiir die Herz-Kreislaufregulation und gilt damit auch als Ausgangspunkt fiir die
Pathogenese von Herz-Kreislauferkrankungen. Zahlreiche genetische Polymorphismen in den Genen des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) wurden auf ihre Assoziation mit der Koronarsklerose, dem
akuten Myokardinfarkt oder einer Restenose nach perkutaner Koronarintervention (PCI) untersucht. Es wird
bis jetzt kontrovers diskutiert, in wie weit der A1166C-Polymorphismus im Gen des Angiotensin II
Rezeptors Typ 1 (AT1 R) mit der KHK und der Restenosierung nach primair erfolgreicher PCI assoziiert ist.
Ziel der vorliegenden Assoziationsstudie war es deshalb, an einem umfangreichen Patientenkollektiv mit
KHK, primér erfolgreicher PCI und angiographisch ermittelter Restenoserate im Vergleich zu einem
Kontrollkollektiv mit angiographisch gesichertem Ausschluss einer KHK die Bedeutung dieses
Polymorphismus zu iiberpriifen.

Vom 01. Januar 1997 — 31. Dezember 1998 wurden insgesamt n=607 Patienten in die Studie eingeschlossen.
Davon bildeten n=426 Patienten mit KHK (3=356; $=70: @ Alter 60,47 + 8,96) das KHK-Kollektiv. Bei
ihnen wurde 6 Monate nach primér erfolgreicher PCI angiographisch die Restenoserate (30,6%) ermittelt.
Als Kontrollkollektiv wurden n=181 Patienten (3=67; 9=114: @ Alter 57,46 + 10,26) herangezogen, bei
denen koronarangiographisch eine KHK ausgeschlossen werden konnte.

Bei der Untersuchung des AT1 R-Gens im KHK-Kollektiv (KHKK) vs. dem Kontrollkollektiv (KK) fand
sich keine signifikant unterschiedliche Verteilung der Genotypen (KHKK AA : AC : CC =47,6% : 44,4% :
8,0% vs. KK AA : AC : CC =46,4% : 40,9% : 12,7%; {p=0,579}). Innerhalb des KHKK wurde auch keine
signifikant unterschiedliche Verteilung der Genotypen im Restenose-Kollektiv (RSK) gegeniiber dem Nicht-
Restenosekollektiv (Nicht-RSK) gefunden (RSK AA : AC : CC =50,0% : 42,3% : 7,7% vs. Nicht-RSK AA
:AC: CC=46,4% :45,4% : 8,2%; {p=0,795}).

Die Daten der vorliegenden Studie belegen, dass der AT1 R AC-Polymorphismus weder mit der ko-ronaren
Herzkrankheit noch mit der Restenosierung nach PCI eine Assoziation aufweist. Da es inter-national zu
dieser Fragestellung lediglich eine valide Studie mit angiographisch untersuchtem KHK- und
Kontrollkollektiv gibt, kann die hier vorgelegte Arbeit, als wesentlicher Beitrag zur weiteren Kli-rung dieses

kontrovers diskutierten Sachverhaltes angesehen werden.

Tag der mindlichen Prifung:  07. 02. 2007



meinen Eltern gewidmet

in Liebe und Dankbarkeit

und Petra und Karen

fiir ihre unermiidliche Geduld und Unterstiitzung



11
1.2

1.3

1.4

1.5

2.1
2.2
2.3

2.4

2.5

Inhaltsverzeichnis

Einleitung

Epidemiologie der koronaren Herzkrankheit (KHK)

Klinik der KHK

1.2.1 Diagnostik der KHK
1.2.2  Therapie der KHK

Pathophysiologie der KHK
1.3.1 Entstehung der Arteriosklerose
Risikofaktoren der KHK

1.4.1 'Klassische' Risikofaktoren der KHK
1.4.2 'Neue' Risikofaktoren der KHK
1.4.3 Genetische Risikofaktoren der KHK

Studienziel

Materialien und Methoden

Patientenkollektive
Das Angiotensin 11 Rezeptor Typ 1-Gen (AT1 R-Gen)

Isolierung genomischer DNA und Quantifizierung

2.3.1 [Isolierung
2.3.2  Quantifizierung der isolierten DNA
2.3.3 Herstellung von Arbeitslésungen

Nachweis des AT1 R A1166C-Polymorphismus Uber Restriktions-

Fragment-Langen-Polymorphismus-Analyse (RFLP)

2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)/Amplifikation des 350 bp-

Fragments

2.4.2 Analyse der PCR- und Restriktionsverdau-Produkte
2.4.3 Restriktionsverdau mit Dde I zur Detektion des AC-Polymor-

phismus im AT1 R-Gen

2.4.4 Darstellung des Restriktionsverdaus im Agarose-Gel

Statistische Auswertung der Daten

O O L N

11

13
15

22

23

23
24

26

26
28
29

29

29
31

33
35

36



3.1
3.2

3.3
3.4

4.1
4.2
4.3

Ergebnisse

Patientenkollektive
Methoden der RFLP-Analyse

Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der KHK

Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der Restenose
nach PCI

Diskussion
Genpolymorphismen in der Pathogenese der Arteriosklerose

Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der KHK

Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der Restenose
nach PCI

Literaturverzeichnis

Lebenslauf

Anhang

37

37
38
41

42

44

44
45

49

52

66

I-X



Verzeichnis der Abbildungen

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10:

11:

Todesursachenstatistik 2003
Entstehung der Arteriosklerose
Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Wirkungen von Angiotensin II
Genotypen des AT1-Rezeptors
Sequenz des AT1 R-Gens
PCR-Produkte a) PCR-Produkt nicht aufgereinigt
b) PCR-Produkt aufgereinigt
PCR-Produkt nativ
Restriktionsverdau
Prozentuale Verteilung der Genotypen im KHK- und im Kontroll-
kollektiv
Prozentuale Verteilung der Genotypen im KHK-Kollektiv mit und

ohne Restenose nach interventioneller PCI



Verzeichnis der Tabellen

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.

Todesursachenstatistik 2003

Therapiestrategien bei KHK

Risikofaktoren der KHK

Beschreibung der Patientenkollektive

Verteilung der Genotypen im KHK- und im Kontrollkollektiv
Verteilung der Genotypen im KHK-Kollektiv mit und ohne Restenose
nach interventioneller PCI

Studien zum M235T und T174M-Polymorphismus des AGT-Gens
Studien zum ID-Polymorphismus des ACE-Gens

Studien zum A1166C-Polymorphismus des AT1 R-Gens



Abklrzungsverzeichnis

ACE
ACE ID
AGT
Apo Al
Apo B
ARB
ASS
ATIR
CMV
CRP
DCM
DNA
EKG
HCM
LV.
IVUS
KHK
KHKK
KK
LCAT
LDL
LV-angiographisch
LVH
LVM
M
Nicht-RSK
NMR

P

PAI

Arteria
Angiotensin-Converting-Enzyme
ACE Insertions/Deletions-Polymorphismus
Angiotensinogen

Apolipoprotein Al
Apolipoprotein B
Angiotensin-Rezeptoren-Blocker
Azetylsalizylsdure

Angiotensin II Rezeptor Typ 1
Cytomegalie-Virus

C-reaktives Protein

dilatative Kardiomyopathie
Desoxyribonukleinsdure
Elektrokardiogramm
hypertrophe Kardiomyopathie
intravends

intravasaler Ultraschall

koronare Herzkrankheit
KHK-Kollektiv
Kontrollkollektiv
Lezithin-Cholesteryltransferase
Low-Density-Lipoprotein
linksventrikuldr angiographisch
linksventrikuldre Hypertrophie
linksventrikuldre Masse

Marker
Nicht-Restenosekollektiv
Magnetresonanztomographie
Polymorphismus

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor



PCI
PCR
PET
PK
RAAS
RFLP
RIVA
RNV
RSK

Perkutane Koronarintervention
Polymerase-Kettenreaktion
Positronen-Emissions-Tomographie
Patientenkollektiv
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus
Ramus interventricularis anterior
Radionuklidventrikulographie
Restenosekollektiv

Vena



1  Einleitung

1.1 Epidemiologie der koronaren Herzkrankheit (KHK)

Herz-Kreislauferkrankungen zihlen zu den hiufigsten Todesursachen in den westli-
chen Industrienationen. Im Jahr 2003 waren geméfl Angaben des statistischen Bun-
desamtes von insgesamt 853946 Todesféllen allein 227674 (26,7%) an den Folgen

einer akuten oder chronischen koronaren Herzerkrankung verstorben.

Tabelle 1: Todesursachenstatistik 2003
Todesursachen Zahlen absolut Angaben in Prozent
Erkrankungen  des  Herz-Kreislauf-
396622 46,4%
Systems
Bosartige Neubildungen 209255 24,5%
Krankheiten des Atmungssystems 58014 6,8%
Andere 190055 22,3%

Statistisches Bundesamt: Todesursachenstatistik 2003 (Stand 15.03.05)

Prozentualer Anteil der
Todesfalle [%] 46.4
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Abbildung 1: Todesursachenstatistik 2003



Betroffen sind v.a. Minner jenseits des 40. Lebensjahres. Postmenopausal und bei
Vorliegen bestimmter Risikofaktoren (Rauchen!) nidhern sich die Daten fiir Frauen

denen fiir Ménner zunehmend an.

1.2 Klinik der KHK

Die KHK manifestiert sich im priklinischen Stadium als morphologische Verinde-
rung der Koronararterien. Die Arteriosklerose wird im Allgemeinen erst klinisch
apparent bei einer Lumenverengung der Koronararterien >80%. Allerdings ist
bekannt, dass auch bei geringerer Lumenverengung eine klinische Symptomatik
auftreten kann, wenn das Lumen durch die Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques
verlegt wird. Die Uberginge von der asymptomatischen Arteriosklerose zur stabilen
Angina pectoris bis hin zum akuten Koronarsyndrom sind flieBend. Das akute
Koronarsyndrom umfasst definitionsgemdll die instabile Angina pectoris ohne
Anstieg von Troponin T oder I, den Myokardinfarkt mit Anstieg von Troponin T/I,
aber ohne ST-Streckenhebung, sowie den Myokardinfarkt mit Troponin T/I-Anstieg
und initialer ST-Hebung im EKG.

Die Prognose der KHK hingt davon ab, welche Koronararterien in welchem Ausmal
von Stenosierungsprozessen betroffen sind und welche sekundérpraventiven MaB3-
nahmen ergriffen werden. Mehrgefaferkrankungen, Hauptstammstenosen, Vorsché-

digungen und zusétzliche Risikofaktoren wirken sich ungiinstig auf die Prognose aus.

1.2.1 Diagnostik der KHK

Symptomatik
Das klinische Spektrum der KHK umfafit die stabile und instabile Angina pectoris,

den Myokardinfarkt, die Herzinsuffizienz, brady- und tachykarde Herzrhythmussto-

rungen und den plotzlichen Herztod.



Labor

Es existiert keine spezifische Labordiagnostik fiir die KHK. Lediglich Troponin T
und I sowie eingeschrinkt auch CK-MB koénnen zur Differentialdiagnostik des aku-
ten Koronarsyndroms herangezogen werden.

Zur Risikostratifizierung eines Patienten konnen auflerdem die sogenannten klassi-
schen bzw. neuen Risikofaktoren (Blutfette, Glukose, CRP, Apo A1/B, Histidin)

bestimmt werden.

Apparative Untersuchungen

Elektrokardiogramm (EKG)
Das Standard-Ruhe-EKG umfaft die Ableitungen nach Einthoven (I-III), Goldberger
(aVR, aVL, aVF), Wilson (V-V¢) und V7-V.

Es dient der Diagnostik von Myokardinfarkten, Erregungsiiberleitungs- und Riickbil-
dungsstorungen, Ruheischdmien und der Links- und Rechtsherzhypertrophie.

Das 24-Stunden-EKG mit ST-Streckenanalyse kann fiir die Diagnostik stummer
Myokardischimien herangezogen werden, wird aber selten in der Routinediagnostik
eingesetzt.

Das Belastungs-EKG ist das Standard-Screeningverfahren zur Erfassung der KHK.
Da die KHK héufig asymptomatisch verlduft, ist der Ischdmienachweis und damit
die Erhartung der Verdachtsdiagnose haufig erst in der Funktionsdiagnostik moglich.
Im Belastungs-EKG kann die KHK mit einer Sensitivitdt von 60-70% und einer

Spezifitit von 90% diagnostiziert werden.

Echokardiogramm

Die Echokardiographie erlaubt die Beurteilung der Morphologie des Herzens und der
Funktion des Herzmuskels. Die Ruhe-Echokardiographie zeigt globale und regionale
Kontraktionsstdrungen im Rahmen einer durch eine KHK hervorgerufenen ischami-
schen Kardiomyopathie. Die StreB3-Echokardiographie dient der Erfassung induzier-
barer Myokardischdmien. Die Belastungssituation wird dabei entweder durch phy-

sische Anstrengung oder pharmakologisch (Dobutamin, Arbutamin, Dipyridamol)



hergestellt.

Die Erstellung der Schallbilder erfolgt transthorakal. Als Beurteilungskriterien wer-
den das AusmaB} der systolischen Wandverdickung, die Einwértsbewegung des En-
dokards und das Gesamtkontraktionsmuster des linken Ventrikels herangezogen.
Beziiglich der Diagnostik der KHK liegt die Sensitivitét bei 85-90% und damit héher
als die des Belastungs-EKGs, bei vergleichbarer Spezifitit.

Radiologische und nuklearmedizinische Diagnostik

Die radiologische und nuklearmedizinische Diagnostik umfaflt folgende Untersu-
chungen:

- Rontgenthorax in zwei Ebenen

- Myokardszintigraphie

- Radionuklidventrikulographie (RNV)

- Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

- Computertomographie (CT)

- Magnetresonanztomographie (NMR)

Diese Verfahren gehdren nicht zur Standarddiagnostik.

Invasive Diagnostik

Die invasive Diagnostik umfaft folgende Untersuchungen:
- Koronarangiographie
- Lavokardiographie (selektive linksventrikuldre Angiographie)
- Einschwemmbkatheter-Untersuchungen
- Intravasaler Ultraschall (IVUS)

- Intrakoronare Angioskopie.

Die Standardmethode zur Darstellung der Koronararterien und ihrer Verdnderungen
ist die Koronarangiographie. Mittels Koronarangiographie kdnnen arteriosklerotische
Veranderungen der GefaB3e mit groBer Sicherheit erkannt werden. Die Koronarangio-
graphie ermdglicht die Lokalisation und quantitative Beurteilung von Stenosen und
GefiaBverschliissen. Der Therapieerfolg nach perkutaner Koronarintervention (PCI)

oder Bypass-Operation kann kontrolliert werden.



Differentialdiagnosen

Die Differentialdiagnosen der KHK umfassen kardiovaskuldre, pulmonale,
gastrointestinale und Nerven- und Skeletterkrankungen, sowie vegetative Storungen.
Von besonderer Wichtigkeit sind das dissoziierende Aortenaneurysma, sowie die
Lungenembolie. Unter den gastrointestinalen Erkrankungen ist aufgrund seiner Hiu-
figkeit der gastrodsophageale Reflux von besonderer Bedeutung. Unter quantitativen
Gesichtspunkten sind unter den zahlreichen Differentialdiagnosen der KHK
aulerdem funktionelle Beschwerden hervorzuheben. Bis zu 20% der in der kar-
diologischen Praxis vorgestellten Patienten leiden unter diesen unterschiedlichen

Auspragungen herzneurotischer Symptome.

1.2.2 Therapie der KHK

Die Therapie der KHK umfaflt konservative, operative und interventionelle Thera-

pieverfahren.

Tabelle 2: Therapiestrategien bei KHK

Therapiestrategien Therapieformen

Konservative Therapie Reduktion der Risikofaktoren, medikamentdse Behandlung

Operative Therapie Bypass-Chirurgie

Interventionelle Therapie Perkutane transluminale Koronarintervention, Stentimplantation,
Rotablations-Angioplastie, Atherektomie, Laserangioplastie

Konservative Therapie

Die konservative Therapie besteht aus allgemeinen MaBBnahmen zur Reduktion der
vorhandenen Risikofaktoren sowie aus der medikamentdsen Behandlung der stabilen
Angina und des akuten Koronarsyndroms:

Im Rahmen der Primdr- und Sekundérpriavention sollten Risikofaktoren wei-
testgehend ausgeschaltet werden. Im Vordergrund stehen die Nikotinabstinenz sowie
die optimale Einstellung einer Hypertonie, eines Diabetes mellitus und einer Dys-

lipiddmie. Desweiteren dienen Gewichtsnormalisierung, korperliches Training, medi-




terrane Kost und Abbau von negativem Stress der Risikoreduzierung.

Die medikamentdse Therapie stellt die Basistherapie der KHK dar und begleitet jede
dariiber hinaus notwendige Massnahme.

In der Therapie der stabilen Angina pectoris werden symptomatisch Nitrate (z.B.
Nitroglycerin) und, unter Einschrinkungen, auch Calciumantagonisten eingesetzt.
Betablocker zeigen neben der antiangindésen Wirkung zusdtzlich eine
Prognoseverbesserung. Sie bewirken eine Senkung von Reinfarkten und Sterb-
lichkeit. Desweiteren werden Thrombozytenaggregationshemmer (ASS, ggf. Clopi-
dogrel) und Lipidsenker praventiv eingesetzt. Die wichtigsten lipidsenkenden Medi-
kamente sind die HMG-CoA-Reduktasehemmer (z.B. Atorvastatin). Sie bewirken
neben einer Korrektur der Dyslipiddmie auch eine Plaquestabilisierung.

Die Basistherapie beim akuten Koronarsyndrom umfasst neben Sauerstoffgabe, i.v.-
Zugang, EKG-Uberwachung und CPR-Bereitschaft die Gabe von ASS (Prog-
noseverbesserung), suffizienten Analgetika, Betablockern (symptomatische Therapie
und Prognoseverbesserung), Nitraten (symptomatische Therapie) und Heparin. Beim
akuten Koronarsyndrom ohne ST-Elevation werden ggf. zusitzlich Glykoprotein
[Ib/Illa-Antagonisten eingesetzt, die nachweislich eine Reduzierung von Myo-
kardinfarkten und Sterblichkeit bewirken. Beim Postinfarktpatienten, insbesondere
bei eingeschriankter linksventrikuldrer Funktion, wirken ACE-Hemmer prognostisch
giinstig.

Zur kausalen Therapie des akuten Koronarsyndroms wird moglichst rasch eine PCI
in einem kardiologischen Zentrum durchgefiihrt. Sollte diese Moglichkeit nicht be-

stehen, kommt alternativ ggf. eine medikamentdse Lysetherapie in Frage.

Operative Therapie

Schwerpunkt der operativen Therapie ist die Bypass-Chirurgie. Das hédufigste Re-
vaskularisationsverfahren ist die aortokoronare Bypass-Operation unter Verwendung
der V. saphena magna, seltener der V. saphena parva. Alternativ kommt, ins-
besondere bei jiingeren Patienten, ein arteriokoronarer Bypass in Frage. Dabei wird
eine Anastomose zwischen der freiprdparierten distalen A. mammaria interna und der
betreffenden Koronararterie geschaffen. Vorteil ist die hohere Offenheitsrate,

Nachteile sind die ldngere Prédparationsdauer, sowie die sich erst langsam ent-



wickelnde Funktion eines Mammariagrafts. Neben den standardméfBig offenen
Bypass-Operationen mit Sternotomie werden neuerdings auch minimal invasive
Verfahren durchgefiihrt. Dabei wird nach anterolateraler Thorakotomie das distale
Ende der linken A. mammaria interna freiprépariert und mit einem Koronargefaf3 der
Vorderwand anastomosiert. Diese Operation ist auch ohne Einsatz der Herz-Lun-
genmaschine am schlagenden Herzen moglich.

Indikationen zur aortokoronaren Bypass-Operation sind:

- Stenose >50% des linken Hauptstammes

- stammnahe Stenose des Ramus interventricularis anterior (RIVA)
- schwere koronare Dreigefdf3erkrankung

- nicht interventionell behandelbare Befunde

- Komplikationen nach interventionellen Eingriffen.

Interventionelle Therapie

Die interventionellen Therapien sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Das Standardverfahren
ist die PCI mit (60-90%) und ohne Implantation eines Stents. Hierdurch kdnnen
arteriosklerotische Koronarstenosen in > 90% primaér erfolgreich beseitigt werden.
Die Indikation zur PCI ist gegeben ab einer Einengung des Lumens >70%,
verbunden mit Angina pectoris-Symptomatik oder Myokardischdmie. Der inter-
ventionelle Erfolg ist definiert als Reduktion der Stenoseparameter auf mindestens
<50%, wobei ein "stentlike"-Ergebnis immer angestrebt wird. In wenigen Fillen ist
die PCI primir nicht erfolgreich: In ca. 3-4% der Fille ist die Passage der Stenose
nicht moglich. In ca. 1-3% der Interventionen kann der Ballon nicht aufgeweitet
werden. AuBlerdem konnen Komplikationen auftreten, wie der Verschlufl des
behandelten GefdBes (5%), der akute Myokardinfarkt (2-4% mit einer Letalitit von
0,5-1%) und die notfallmiBige Bypass-OP (Letalitit >10%). Bei unzureichendem
Ergebnis der PCI beziiglich einer Reduktion des Stenosegrades, bzw. bei Auftreten
einer GefaBdissektion mit konsekutivem Geféllverschluss wird ein Stent implantiert.

Ein gravierendes Problem bei der Ballondilatation ist die Restenosierung von >50%
des Gefdllumens. Sie tritt in 10-60% der Félle innerhalb der ersten 4-6 Monate auf
und macht hiufig die Wiederholung der Intervention notwendig (Agema et al 2004,
Leimgruber et al 1986, Serruys et al 1988). Es wurden zahlreiche klinische und
angiographische Pradiktoren der Restenose nach PCI untersucht (Rensing et al 1993,



Singh et al 2005, Weintraub et al 1993). Ihr Vorhersagewert ist allerdings gering.

Zur Vorbeugung der Restenose wurden verschiedene Strategien entwickelt, darunter
der Einsatz von Stents, in den letzten Jahren zunehmend auch die Verwendung be-
schichteter Stents ("drug eluting stents"). Die Restenose-Rate nach PCI mit korona-
rem Stenting (12-32%) ist niedriger als nach Ballonkatheter-Intervention ohne
Stenteinlage (Fischman et al 1994, Serruys et al 1994). Durch den Einsatz Sirolimus-
oder Paclitaxel-freisetzender Stents konnte die In-Stent-Restenose-Rate um weitere
50-60% gesenkt werden (Winslow et al 2005).

Die Pathogenese der Restenose nach Ballondilatation unterscheidet sich grundlegend
von der der In-stent-Restenose. Die Restenose nach PCI ist v.a. durch friihes "recoil”
und "remodeling", ferner durch spéte neointimale Hyperplasie gekennzeichnet. Die
In-Stent-Restenose beruht fast ausschlie8lich auf neointimaler Hyperplasie:

Bei der Restenosierung nach PCI steht zundchst das "elastic recoil" im Vordergrund.
Es bezeichnet die sofortige Kontraktion der Arterienwand nach PCI durch elastische
Bestandteile der Arterienwand (Wong 2004). Im weiteren Verlauf kommt es zum
sogenannten negativen "remodeling". Nach Glagov et al (1987) kommt es erst ab
einer > 40%igen Verengung einer Koronararterie tatsdchlich zur Lumenreduktion, da
sich zunédchst die Lamina elastica interna der Arterienwand kompensatorisch erwei-
tert (positives "remodeling"). Bei Versagen dieses Kompensationsmechanismus und
zunehmender Plaquegréfle kommt es zur Arteriosklerose bzw. Restenose. Eine un-
tergeordnete Bedeutung kommt der neointimalen Hyperplasie bei der Entstehung der
Restenose nach PCI zu. Sie ist aber der entscheidende Faktor fiir die Entstehung der
In-Stent-Restenose:

Durch das Einsetzen eines Stents konnen "elastic recoil" und negatives "remodeling"
weitgehend verhindert werden. Durch das Stenting kommt es jedoch zur Zerstérung
des Endothels und zu Pléattchenaggregation, Fibrinablagerung, und Thrombusforma-
tion. Der weitere Verlauf ist gekennzeichnet durch Infiltration von Makrophagen und
Lymphozyten, Stimulierung von Wachstumsfaktoren und Cytokinen, der Aktivie-
rung von glatten Muskelzellen in der Media und deren Proliferation und Migration in
den Thrombus, der schlieSlich durch Neointima ersetzt wird (Wong et al 2004).

Die Entstehung der neointimalen Hyperplasie kann durch den Einsatz von "drug elu-
ting stents" deutlich vermindert bzw. verzogert werden (Vishnevetsky et al 2004).

Der Langzeiterfolg bleibt Gegenstand aktueller und zukiinftiger Studien.



1.3 Pathophysiologie der KHK

1.3.1 Entstehung der Arteriosklerose

Das gesunde Herz reagiert auf den erh6hten Sauerstoftbedart des Myokards bei Be-
lastung mit einer Steigerung der Durchblutung. Dies geschieht durch Dilatation der
im Normalzustand konstringierten distalen Koronararterien (sogenannte Koronarre-
serve). Die Durchblutung kann auf das 5-fache des Ruhewertes gesteigert werden.
Das entspricht einer Abnahme des Koronarwiderstandes auf 20% des Ruhewertes.
Bei der KHK ist die Koronarreserve vermindert. Der erhohte O,-Bedarf des Myo-
kards bei Belastung kann nicht gedeckt werden. Davon besonders betroffen sind die
subendokardialen Myokardschichten.

Ursache der eingeschriankten Koronarreserve ist eine Arteriosklerose v.a. der gro3en

proximalen epikardialen Koronararterien.

| Schadigung der GefalBwand | L
Dyslipidamie

\ e

| Einwanderung von oxidiertem LDL in das Endothel |

!

| Phagozytose des LDL durch Monozyten / Makrophagen |

.

| Entstehung von Fatty Streaks |

\

| Aktivierung von T-Lymphozyten |

Steigerung der Bildung und Aktivierung Proliferation glatter
Kollagensynthese von Makrophagen Muskelzellen

~ | 7

Enstehung des arteriosklerotischen Plaques mit Lipidkern und fibroser Kappe

Abbildung 2:  Entstehung der Arteriosklerose



Durch Verletzung der GefaBwand kommt es zur Einwanderung von oxidiertem Low-
Density-Lipoprotein (LDL) in das Endothel. Die Lipoproteine werden in den suben-
dothelialen Schichten der GefdBwand von eingewanderten Monozyten phagozytiert.
Die Monozyten wandeln sich darauthin in Makrophagen um (Ross 1993). Es entste-
hen aus Schaumzellen gebildete 'fatty streaks'. Im Lipidkern des Plaques befinden
sich viele aktivierte T-Lymphozyten. Diese regen durch Sekretion von Interferon-y
die Kollagensynthese an. Interferon-y bewirkt auerdem die Bildung und Aktivie-
rung von Makrophagen. Zusétzlich kommt es zur Proliferation glatter Muskelzellen.
Es entsteht eine von einer fibrosen Kappe bedeckte Hohle mit extrazelluldrem Lipid
und Schaumzellen, das Atherom bzw. arteriosklerotische Plaque.

Stabile Plaques haben einen kleinen Lipidkern mit einer dicken fibrésen Kappe. Die
Proliferation glatter Muskelzellen stabilisiert den Plaque. Sie reduziert das Risiko der
Plaqueruptur und Thromboseentstehung.

Sind die Koronargefi3e arteriosklerotisch verdndert, steigt die Herzarbeit bereits in
Ruhe an. Sie muf3 den durch Stenosierungen erhéhten Widerstand iiberwinden. Be-
sonders ungiinstig sind ldngere und hintereinander geschaltete Stenosen. Eine Ein-
engung des Lumen um 60-70% bewirkt eine Belastungskoronarinsuffizienz.

Stenosen >90% fithren zum eingeschrankten Blutfluf3 in Ruhe.

Die Arteriosklerose ist hdufig verbunden mit einer entziindlich-proliferativen Reak-
tion auf eine initiale Endothelschiddigung. Erhohte Serumspiegel von C-reaktivem
Protein werden als ein unabhédngiger Risikofaktor der KHK diskutiert (Haverkate et
al 1997, Koenig et al 1999, Ridker et al 1997).

Verschiedene Erreger wurden in den vergangenen Jahren mit der Entstehung der
Arteriosklerose in Verbindung gebracht. Es handelt sich um Chlamydia pneumoniae,
Helicobacter pylori, Herpes simplex Virus und Cytomegalie-Virus (CMV) (Eryol et
al 2005, Saikku et al 1988). Welche Rolle bakterielle und virale Infektionen tat-

sachlich in der Pathogenese der Arteriosklerose spielen, ist nicht geklért.
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1.4 Risikofaktoren der KHK

Die Entstehung der KHK wird bei Vorliegen der folgenden Risikofaktoren entschei-
dend begiinstigt.

Tabelle 3: Risiofaktoren der KHK

Klassifizierung der Risikofaktoren: Risikofaktoren:
Dyslipiddmie
klassische Risikofaktoren Nikotinabusus

Arterielle Hypertonie

Adipositas

Diabetes mellitus

Alter, Geschlecht

C-reaktives Protein (CRP)

'neue’ Risikofaktoren Apolipoprotein A1/B

Histidin

Fibrinogen, Homozystein und Lipoprotein a

Angiotensinogen-Gen (M235T-, T174M- Polymor-
genetische Risikofaktoren phismus (P.) )

ACE-Gen (ID-P.)

Angiotensin 1-Rezeptor-Gen (A1166C-P.)

andere Polymorphismen

1.4.1 Klassische Risikofaktoren der KHK

Die wichtigsten epidemiologisch belegten Risikofaktoren der KHK sind: Dyslipid-
amie, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus, Alter und
Geschlecht. Sie wirken v.a. beglinstigend auf die Entstehung atheromatdser GefaR3-

verdanderungen.
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Dyslipiddmie

Frither wurde in erster Linie die Hyperlipoproteindmie als KHK-Risikofaktor be-
trachtet. Da auch die Hypoalphalipoproteindmie als Risikofaktor der KHK gilt, wird
heute der Begriff Dyslipiddmie bevorzugt.

Erhohte Serum-Cholesterinspiegel sind ein unabhingiger Risikofaktor der KHK. Es
besteht ein kontinuierlicher Zusammenhang zwischen Serum-Cholesterin und KHK-

Inzidenz, -Mortalitdt und angiographischem Ausmal} der KHK.
Nikotinabusus
Nikotinabusus stellt neben der Dyslipiddmie den wichtigsten unabhédngigen Risiko-

faktor der KHK dar.

Arterielle Hypertonie

Sowohl die systolische als auch die diastolische Hypertonie stellen unabhédngige Ri-
sikofaktoren der KHK dar.

Die arterielle Hypertonie begiinstigt einerseits die Entstehung einer Arteriosklerose
in den koronaren Arterien. Andererseits besteht bei Vorliegen einer Hypertonie eine
erhohte Rupturgefahrdung vorhandener Plaques.

Insbesondere die Kombination aus arterieller Hypertonie, Dyslipiddmie und Diabetes

mellitus im Rahmen des metabolischen Syndroms wirkt proatherogen.

Adipositas

Die Adipositas beeintrichtigt wichtige Organfunktionen und verursacht eine erh6hte
Morbiditat und Mortalitét.
Die Adipositas ist ein abhédngiger Risikofaktor. Sie begiinstigt die Verschlechterung

des atherogenen Index durch Assoziation mit anderen Stérungen.

Diabetes mellitus

Menschen mit insulinpflichtigem oder nichtinsulinpflichtigem Diabetes mellitus ha-
ben ein hohes Risiko, an einer KHK zu erkranken. Sie zeigen haufig diffus
verbreitete arteriosklerotische Koronarverinderungen sowie MehrgefdBerkrankun-

gen, wobei die entstehenden Myokardischédmien oft asymptomatisch sind. Neben der
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erhohten Infarktmortalitdt weisen Patienten mit Diabetes mellitus nach einem Infarkt
vermehrt Linksherzinsuffizienzen und kardiogene Schocks auf. Die Restenoserate

nach Katheterintervention ist erhoht.

Das besondere Risiko bei Diabetes mellitus wird bestimmt durch:
- Storungen des Lipidstoffwechsels
- erhohte Inzidenz der Hypertonie
- Insulinresistenz und Hyperinsulindmie
- Storungen des GefdBwandaufbaus und endotheliale Dysfunktion

- Storungen des Gerinnungssystems.

Alter, Geschlecht
Das KHK-Risiko ist altersabhéingig. Bei Ménnern steigt das KHK-Risiko ab dem 30.

Lebensjahr kontinuierlich an. Bei den Frauen steigt das KHK-Risiko nach der Meno-
pause an.

Mainner erkranken hdufiger als Frauen an KHK. Nach der Menopause der Frau be-
steht diese Differenz nicht mehr. Dies legt die Vermutung nahe, dass

unterschiedliche hormonelle Einfliisse zum Risikoprofil der KHK beitragen.

1.4.2 'Neue’ Risikofaktoren der KHK

C-reaktives Protein (CRP)

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass CRP ein unabhingiger Risikofaktor kardio-
vaskulédrer Erkrankungen ist (Haverkate et al 1997, Koenig et al 1999, Ridker et al
1997). Bei Patienten mit hohen CRP-Werten konnte eine Senkung des Myokardin-
farktrisikos durch antiinflammatorische Therapie mit Aspirin erreicht werden (Rid-
ker et al 1997). Allerdings wird die Bedeutung von CRP als unabhdngiger
Risikofaktor der KHK in neueren Studien teilweise wieder in Frage gestellt (Lawlor

et al 2005).
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Apolipoprotein Al (Apo Al)
Apo Al ist Kofaktor der Lezithin-Cholesterinacyltransferase (LCAT) und damit mit-

verantwortlich fiir die Bildung der meisten Cholesterylester im Plasma. Auflerdem
unterstiitzt es den Efflux von Cholesterol aus den Zellen.

Es ist nicht geklért, ob Apo Al ein Risikofaktor der KHK ist. Eine Reihe verschiede-
ner Polymorphismen und Mutationen des Apo A1-Gens sind mit Verdnderungen des
Apo Al-Serumspiegels assoziiert. Dariiber hinaus wird teilweise von Assoziationen
mit Hyperlipoproteindmien, Hypoalphalipoproteindmien und kardiovaskuldren Er-
krankungen berichtet (Moll et al 1989, Ordovas et al 1986, Yamakawa-Kobayashi et
al 1999).

Apolipoprotein B (Apo B)

Apo B ist das Haupt-Apolipoprotein der Chylomikronen und der LDLs. Es erscheint
in zwei verschiedenen Plasmaformen. Apo B48 wird im Darm, Apo B100 in der Le-
ber synthetisiert.

Mutationen und Polymorphismen des Apo B-Gens konnten verschiedene Stérungen
des Lipidmetabolismus hervorrufen und mit einem erhdhten Risiko kardiovaskulérer

Erkrankungen einhergehen (Pulai et al 1998, Soria et al 1989, Young et al 1987).

Histidin ist eine alpha-Aminosdure, aus der durch Decarboxylierung Histamin ent-
steht. Histamin kommt v.a. in den Granula von Mastzellen vor, in geringerer Menge
auch in basophilen Leukozyten und Thrombozyten.

Verschiedene Studien legen einen Zusammenhang zwischen Histidin und der Entste-
hung der Arteriosklerose nahe (Takagishi et al 1995). Eine andere Untersuchung
bestreitet die Risikoerhohung durch Histidin (Azuma et al 2001).

Fibrinogen, Homozystein und Lipoprotein a:

Fibrinogenspiegel tiber 300-350 mg/dl stellen einen unabhéngigen Risikofaktor dar.
Dies gilt vermutlich ebenfalls fiir erhohte Homozysteinspiegel im Serum.

Lipoprotein a ist ein unabhingiger Risikofaktor der KHK.
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1.4.3 Genetische Risikofaktoren der KHK

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Polymorphismen in Genen mit dem Auftre-

ten einer KHK assoziiert. Einer der ersten Genpolymorphismen wurde in dem Gen

entdeckt, das fiir das Angiotensin-Converting-Enzyme (Teil des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-Systems) kodiert.

1.4.3.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron- System (RAAS) spielt eine zentrale Rolle in der

Blutdruckregulation und in der Fliissigkeits- und Elektrolythomdostase. Storungen

dieses Systems konnen zu arterieller Hypertonie und assoziierten kardiovaskuldren

Erkrankungen wie der Koronarsklerose fiihren.

Angiotensinogen

}

Angiotensin |

!

Angiotensin

4

\

AT 1-Rezeptor

AT 2-Rezeptor

v

| Aldosteron T |

!

Extrazelluldres
Volumen T

Blutdruck T
Zellproliferation 1

Zellproliferation
u. -differenzierung

Abbildung 3:  Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

15



Barorezeptoren im renal-arteriellen System registrieren Erniedrigungen des Blut-
druckes. Die Rezeptoren bewirken die Freisetzung von Renin aus den Epitheloidzel-
len der Vasa afferentia der Niere (juxtaglomeruldrer Apparat).

Renin verursacht die Bildung des Dekapeptids Angiotensin I aus dem in der Leber
gebildeten o,-Globulin Angiotensinogen. Angiotensin I wird durch das hauptsich-
lich in der Lunge und im Blut vorkommenden Angiotensin-Converting-Enzyme
(ACE) in das stark vasokonstriktorisch wirksame Oktapeptid Angiotensin II umge-
wandelt.

ACE ist iiber einen C-terminalen, hydrophoben, a-helikalen Bereich in der Plasma-
membran v.a. von Endothelzellen und glatten Muskelzellen verankert. Es zirkuliert
aber auch in loslicher Form im Plasma. ACE bewirkt neben der Umwandlung von
Angiotensin auch die Inaktivierung von Bradykinin. Bradykinin entsteht aus Kalli-
din, welches aus dem in der Niere gebildeten Kininogen mittels Kallikrein freigesetzt
wird. Bradykinin wird durch zwei Kininasen in inaktive Fragmente zerlegt, wobei
die Kininase II mit ACE identisch ist. Kinine sind vasodilatorische Gewebshormone.
Sie wirken natriuretisch und zeigen Wechselwirkungen z.B. mit Prostaglandinen.

Kinine hemmen die ADH-Wirkung.

Angiotensin II hat vielféltige Wirkungen an verschiedenen Organen.

Vasokonstriktion 7
Inotropie 1 Hypertrophie 1
Chronotropie 1 Na-Reabsorption 1
Hypertrophie 1 T Renin-Sekretion |

\ /
—

Angiotensin Il

T
/ \

Durst 1 l Aldosteron 1
RR 1 Katecholamine 1

ACTH 1
ADH |

Abbildung 4:  Wirkungen von Angiotensin 11
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Neben seiner wichtigen Rolle in der Blutdruckregulation riickte in den letzten Jahren
im Kontext der Arteriosklerose-Forschung eine weitere Wirkung des Angiotensin II
in den Mittelpunkt des Interesses: Angiotensin II wirkt proinflammatorisch. Es
bewirkt in Gefédsszellen die Freisetzung freier Sauerstoff-Radikale und in Folge den
Anstieg redox-sensitiver Cytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, die auch
Teil der Arteriosklerose-Pathogenese sind. Angiotensin II reguliert Wachstum und
Migration von glatten Muskelzellen und Fibroblasten, die Apoptose von En-
dothelzellen und die Differenzierung von Monozyten und Makrophagen (Weiss et al
2001).

Angiotensin II entfaltet seine Wirkung an zwei verschiedenen Rezeptortypen. AT1-
Rezeptoren kommen in vielen Geweben, u.a. im Herz, in den Nierenarterien und in
den Nebennieren vor (deGasparo et al 1990, Dudley et al 1990, Herblin et al 1991,
Whitebread et al 1989). Sie haben sieben Transmembrandoméinen und gehdren zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Angiotensin II wirkt {iber die Akti-
vierung des Phosphatidylinositolcyclus. AT1a-Rezeptoren sind Blutdruckregulatoren
(Hein 1998) und stimulieren das Kardiomyozyten-Wachstum. ATI1b-Rezeptoren
bestimmen moglicherweise in Abwesenheit von AT1a R den Geféalitonus.

Der AT2-Rezeptor findet sich u.a. in vielen fetalen Geweben (Grady et al 1991,
Tsutsumi et al 1991). Seine Aminosduresequenz ist zu 34% identisch mit der des
AT1-Rezeptors. Der Wirkungsmechanismus ist nicht bekannt. Tierexperimente legen
die Vermutung nahe, dass der AT2-Rezeptor eine Rolle bei der Blutdruckregulation

und bei Wachstums- und Entwicklungsprozessen spielt.

Aldosteron fordert die NaCl,- Riickresorption in der Niere. Uber diesen Mechanis-
mus werden Blutvolumen und Blutdruck erhdht. AuBerdem fordert Aldosteron die
Kalium- und Protonenausscheidung. Natriummangel bzw. Kaliumanstieg stimulieren
die Zellen der Zona glomerulosa zur Aldosteronabgabe. Auch die erhohte Freiset-
zung von Renin (s.0.) bewirkt die Freisetzung von Aldosteron. Aldosteron und An-
giotensin II fithren iiber eine negative Riickkopplungsschleife zur verminderten Re-

ninsekretion.

Aldosteron wirkt iiber einen Rezeptor aus der Familie der Steroidhormonrezeptoren.
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Es bindet an den cytoplasmatischen Aldosteron-Rezeptor. Nach Aktivierung gelangt
Aldosteron als Mineralocorticoid-Rezeptor-Komplex in den Zellkern. Dort beein-

fluBt es die Expression spezifischer Gene.

1.4.3.2 Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)

Verschiedene Polymorphismen des RAAS wurden in den vergangenen Jahren mit
einem erhohten Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen in Verbindung gebracht.

Die diesbeziiglich durchgefiihrten Studien betrafen v.a. das Angiotensinogen-Gen
(AGT) (M235T- und T174M-Polymorphismus), das ACE-Gen (ID-Polymorphismus)
und das Angiotensin 1-Rezeptor-Gen (A1166C-Polymorphismus).

Der M235T- und der T174M-Polymorphismus im Angiotensinogen-Gen
In zahlreichen Studien iiber den M235T- und den T174M-Polymorphismus des

AGT-Gens wurde die Assoziation der Polymorphismen mit:

- erhdhten Angiotensinogen-Plasmaspiegeln

- Frequenzunterschieden gemif ethnischer Herkunft

- Hypertonie

- linksventrikuldrer Hypertrophie

- KHK

- Myokardinfarkt und

- Restenose nach PCI
untersucht.
Die Ergebnisse dieser Studien sind widerspriichlich. Welche Rolle der M235T- und
der T174M-Polymorphismus des Angiotensinogen-Gens fiir die Entwicklung kardio-
vaskulirer Erkrankungen spielen, ist noch nicht geklirt. Einen Uberblick iiber diese

Studien gibt Tabelle 7 im Anhang.

Der ID-Polymorphismus im Angiotensin-Converting-Enzyme-Gen

In zahlreichen Studien tiber den ID-Polymorphismus des ACE-Gens wurde ebenfalls

18



die Assoziation des Polymorphismus mit:
- erhohten ACE-Plasmaspiegeln
- Frequenzunterschieden geméf ethnischer Herkunft
- Hypertonie
- linksventrikuldrer Masse bzw. Hypertrophie
- KHK
- Myokardinfarkt und
- Restenose nach PCI

untersucht.

AuBerdem wurde die Assoziation des Polymorphismus mit:
- Restenose nach PCI mit koronarem Stenting
- diabetischer Nephropathie und
- Interaktionen mit den M235T- und T174M-Polymorphismen des AGT-Gens und
dem A1166C-Polymorphismus des AT1 R-Gens beziiglich KHK, Myo-
kardinfarkt und extraventrikuldrer Arrhythmien

untersucht.

Die Ergebnisse dieser Studien sind widerspriichlich. Welche Rolle der ACE-ID-Po-
lymorphismus in der Pathogenese kardiovaskulédrer Erkrankungen spielt, ist ebenfalls

noch nicht geklirt. Einen Uberblick iiber diese Studien gibt Tabelle 8 im Anhang.

Der A1166C-Polymorphismus im Angiotensin II Typ 1 Rezeptor-Gen
Es gibt zahlreiche Studien tiber das AT1 R-Gen.

1991 gelang die Klonierung und Sequenzierung des Angiotensin II Rezeptor Typ 1
Gens (AT1 R) beim Rind und bei der Ratte (Sasaki et al 1991, Murphy et al 1991).
1992 wurde das Gen fiir den humanen Angiotensin II Rezeptor Typ 1 kloniert und
sequenziert (Furuta et al 1992).

Im selben Jahr wurde eine AT1 R-Promotorregion in den Positionen -602 (CAAT)
und -538 (TATA) vor Translationsbeginn gefunden (Mauzy et al 1992). Die AT1 R-

Gensequenz ist homolog zu der des Rinds und der Ratte. Das Gen ist funktionell
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gekoppelt mit dem Inositol-Phoshat-Zyklus. Der Rezeptor wird exprimiert in Pla-
zenta, Lunge, Herz, Leber und Niere. Es wurde von der Existenz eines anderen AT1
R-Subtyps berichtet (Mauzy et al 1992).

1994 gelang die Klonierung des AT1b R (Konishi et al 1994). Das Polypeptid be-
steht aus 359 Aminosduren und weist eine 97,2%ige Identitdt mit dem ATla R auf.
Alle Aminosdure-Substitutionen befinden sich in der C-terminalen Hélfte. Der Sub-
typ wird in Lunge, Leber und Plazenta exprimiert.

1994 wurde die genomische Organisation des humanen AT1 R-Gens beschrieben
(Guo et al 1994). Es besteht aus fiinf Exons. Seine Lange ist groBBer als 55 kb. Die
Exongréfen liegen zwischen 59-2014 Basenpaaren, wobei vier der Exons 5°-
untranslatierte Bereiche kodieren.

1999 wurde ein Review-Artikel {iber Funktion und Regulation der Angiotensin II-
Rezeptoren in vaskuldren Geweben und in der Nebenniere verdffentlicht (Wang et
Elijovich 1999). Es wurde die Frage gestellt, inwieweit dieses Wissen die Basis zu-
kiinftiger Therapieansédtze sein konnte.

Seitdem sind neben vielen klinischen Studien weitere Arbeiten zu biochemischem
und molekulargenetischem Spezialwissen der AT Rezeptoren erschienen (AbdAlla et

al 2000; Amedeo et al 2002).

AuBerdem gibt es zahlreiche Studien iiber den AC-Polymorphismus des AT1 Re-
zeptor-Gens.

Es wurden fiinf Polymorphismen im humanen ATI1-Rezeptor identifiziert (Bonnar-
deaux et al 1994). Keiner dieser Polymorphismen verdndert die kodierte Aminoséu-
resequenz. Dennoch wurde eine Assoziation zwischen dem A1166C Polymorphis-
mus des AT1-Rezeptors und der arteriellen Hypertonie gefunden (Bonnardeaux et al
1994).

Im selben Jahr wurde von einem synergistischen Effekt des ATl R AC-Polymor-
phismus und des ACE ID-Polymorphismus auf das Myokardinfarkt-Risiko berichtet.
Eine Assoziation des des AT1 R AC-Polymorphismus allein mit dem Myokard-
infarkt konnte allerdings nicht festgestellt werden (Tiret et al 1994).

Seitdem sind zahlreiche Studien iiber die Assoziation des AT1 R-AC-Polymorphis-

mus mit
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- der KHK (Gardemann et al, 1998)

- der Restenose nach PCI (Volzke et al, 2000)

- der Hypertonie (Bonnardeaux et al, 1994)

- der kardialen Hypertrophie (Wang et Staessen, 2000)

- dem Myokardinfarkt (Tiret et al, 1994) und

- iiber Interaktionen mit dem ACE ID- und dem AGT MT-Polymorphismus
erschienen.
Die Ergebnisse dieser Studien sind widerspriichlich. Sie lassen keine abschlieBende
Beurteilung des Rolle des AT1 R AC-Polymorphismus in der Pathogenese und The-
rapie kardiovaskulédrer Erkrankungen zu.
Einen Uberblick iiber Studien zum A1166C-Polymorphismus des AT1-Rezeptor-
Gens gibt Tabelle 9 im Anhang.

1.4.3.3 Andere Polymorphismen

Andere Polymorphismen wurden ebenfalls in zahlreichen Studien auf eine Assozia-
tion mit kardiovaskuldren Erkrankungen untersucht. Kandidatengene betrafen die
GefaBwand (Boerma et al 1999, Cahilly et al 2000, Guzik et al 2000, Inoue et al
1998), Plittchen und Leukozyten (Weiss et al 1996), das Gerinnungs- und Fibrino-
lyse-System (Eriksson et al 1995, lacoviello et al 1998, Ridker et al 1997, Roest et al
2000), den Lipid- und Glucose-Metabolismus (Kuivenhoven et al 1998) und andere
metabolische Faktoren. In einer groBen Screening-Studie wurden 112 Polymorphis-
men bei 909 Personen, 19 Polymorphismen bei 2858 Minnern und 18 Polymorphis-
men bei 1294 Frauen untersucht (Yamada et al 2002). Es wurde bei Méannern eine
Assoziation des Myokardinfarktes mit dem C1019T-Polymorphismus im Connexin
37-Gen gefunden. Bei Frauen wurde eine Assoziation des Myokardinfarktes mit dem
4G-668/5G-Polymorphismus im Plasminogen-Aktivator Inhibitor Typ 1-Gen und
dem 5A-1171/6 A-Polymorphismus im Stromalysin-1-Gen nachgewiesen.

21



1.5 Studienziel

Die KHK ist eine weitverbreitete kardiovaskuldre Erkrankung. Trotz vielfaltiger the-
rapeutischer Moglichkeiten stellt die KHK gegenwirtig die haufigste Todesursache
in den westlichen Industrienationen dar. Ein wesentliches Problem in der Therapie
der KHK ist das Auftreten einer Restenose nach interventioneller PCI.

Es wurden zahlreiche Risikofaktoren der KHK identifiziert. Unter den genetischen
Risikofaktoren wurde u.a. der A1166C-Polymorphismus im Gen fiir den Angiotensin
I Typ 1-Rezeptor untersucht. In zahlreichen Studien wurde versucht, eine Assozia-
tion des AT1-Rezeptor AC-Polymorphismus mit dem Risiko kardiovaskulédrer Er-
krankungen nachzuweisen. Die Ergebnisse dieser Studien sind widerspriichlich und
aufgrund unzureichender Studiendesigns nur eingeschrinkt auswertbar.

Mit der vorliegenden prospektiv durchgefiihrten Untersuchung soll daher erneut eine
mogliche Assoziation des A1166C-Polymorphismus im AT1 R-Gen mit der KHK
und mit der Restenose nach PCI iiberpriift werden. Dies geschieht anhand einer hin-
reichend groBBen Datenmenge und unter Beachtung der notwendigen AusschluBkrite-

rien auf Grundlage sorgfiltiger diagnostischer Untersuchungen.

Das Ziel dieser Studie ist:

1. die Haufigkeit des AC-Polymorphismus im AT1 R-Gen bei KHK-Patienten im
Vergleich mit einem gesunden Kontrollkollektiv darzustellen und

2. bei KHK-Patienten eine Assoziation des AC-Polymorphismus im AT1 R-Gen mit

der Restenose nach interventioneller PCI nachzuweisen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sollen zur Kldrung der bisher vorliegenden wi-

derspriichlichen Daten beitragen.

Alle im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten DNA-Analysen wurden im La-
bor des Instituts fiir Herz-Kreislaufforschung an der Universitit Witten-Herdecke
unter Leitung von Dr. med. Th. Scheffold durchgefiihrt. Die klinisch kardiologische
Betreuung der Arbeit erfolgte durch Prof. Dr. med. J. Thale, Schiichtermann-Klinik
Bad-Rothenfelde.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Patientenkollektive

KHK-Kollektiv

Das KHK-Kollektiv wurde aus dem Kollektiv einer grofen Restenosestudie
(VESPA) rekrutiert (Bestehorn et al, 2004). Die Patienten stammen aus folgenden
Kliniken: Herz-Zentrum Bad Krozingen, Deutschland, Herz- und Gefafklinik Bad
Neustadt, Deutschland und Herz-Zentrum Lahr, Deutschland. Die Bestehorn-Kol-
lektive aus zwei franzdsischen Kliniken konnten aufgrund franzdsischer Gesetze, die
den Transport von DNA-Proben iiber die Grenze verbieten, nicht in die vorliegende
Studie eingeschlossen werden. Es wurden 426 Patienten (356 &, 70 Q) zwischen 35
und 80 Jahren (Durchschnittsalter 61 Jahre) mit durch PCI gesicherter KHK einge-
schlossen. Von allen Patienen lag eine schriftliche Einverstindniserkldarung zur Teil-
nahme an der Studie vor. Die erfolgreiche Intervention wurde definiert als Restste-
nose <30% und, im Falle eines Stenting (83,6%), durch erfolgreiche Stent-
implantation ohne Reststenose. Bei 425 Patienten wurde spétestens nach einem
halben Jahr, bei erneuter pektangindser Symptomatik auch friiher, eine Kontroll-
Angiographie zum Ausschluss einer Restenose (>50% Einengung des Lumens einer
Koronararterie) durchgefiihrt. Das KHK-Kollektiv unterteilt sich dementsprechend in
ein Restenose- und ein Nicht-Restenosekollektiv. Ausschlusskriterien der Studie
waren: Restenose bei Studienbeginn, Okklusionen, Stenosen in Bypéssen, instabile
Angina, akuter Myokardinfarkt, Mehrgefa3-PCI, insulinabhéngiger Diabetes melli-
tus, Niereninsuffizienz, Sick-Sinus-Syndrom, AV-Blocke, Herzinsuffizienz, links-
ventrikuldre Ejektionsfraktion <40%, schwere Begleiterkrankungen und einge-

schrinkte Einwilligungsfihigkeit des Patienten.

Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv rekrutierte sich aus konsekutiv im Herz-Zentrum Labhr,
Deutschland, untersuchen Patienten, bei denen eine KHK koronarangiographisch
ausgeschlossen wurde. Das Kontrollkollektiv besteht aus 181 Personen (67 &, 114

Q) mit einem Durchschnittsalter von 57 Jahren. Eine hypertrophe oder dilatative
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Kardiomyopathie (HCM, DCM) und Klappenerkrankungen wurden LV-

angiographisch sowie echokardiographisch ausgeschlossen.

Blutproben
Von 431 KHK-Patienten und 185 Kontrollpersonen lag Blut zur Isolation von DNA

fiir molekulargenetische Analysen vor. Das EDTA-Blut wurde bei —80°C gelagert.
Bei 5 Proben des KHK-Kollektivs und bei 4 Proben des Kontrollkollektivs war die

molekulargenetische Analyse wegen schlechter Probenqualitit nicht auswertbar.

2.2 Das Angiotensin Il Rezeptor Typ 1- Gen (AT1 R-Gen)

Das AT1 R-Gen befindet sich am Genlocus 3q21-q25. Es besteht aus fiinf Exons und
umfalit mehr als 55 kb. Die Exongréflen reichen von 59 bis 2014 bp. Lediglich das
flinfte Exon kodiert eine translatierte Sequenz (Guo et al 1994).

Das humane AT1 R-Gen wurde von Furuta et al (1992) sequenziert (Accession
Number GenBank: Z11162). Die codierende Sequenz (CDS) befindet sich im Be-
reich von 464...1543 bp.

Der A1166C-Polymorphismus liegt im 3' untranslatierten Bereich (Bonnardeaux et al
1994). Es konnen folgende Genotypen auftreten:

- AA homozygot

- CC homozygot

- AC heterozygot.
Die Analyse dieses Polymorphismus erfolgte wie in Katsuya et al (1995) beschrie-
ben. Es wurde mit folgenden Primern ein 350 bp langes Genfragment amplifiziert:
Primer 20/01 / sense = 5'-ATAATGTAAGCTCATCCACC; Primer 20/02 / antisense
= 5-GAGATTGCATTTCTGTCAGT (Katsuya et al 1995).
Das Vorhandensein des C- Nukleotids anstelle des A-Nukleotids schafft an Position
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1166 eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease Dde 1. Je nach Genotyp ent-

stehen beim Restriktionsverdau der PCR-Fragmente durch Dde I daher unterschied-

lich groBe DNA-Fragmente. Durch Darstellung der Fragmente auf einem Agarose-

Gel ist die Bestimmung der Genotypen moglich.

- AA: 350 bp lange Fragmente
- CC: 139 und 211 bp lange Fragmente
- AC: 350, 139 und 211 bp lange Fragmente.

AC CC AA M

Abbildung 5:

Genotypen des AT1-Rezeptors

In der Normalbevdlkerung sind die Genotypen AA : AC : CC wie 49% : 44% : 7%
verteilt (Tiret et al 1994).

In der ménnlichen Normalbevolkerung ist die Verteilung der Genotypen AA : AC :
CC wie 51% : 42% : 7%, in der weiblichen Normalbevolkerung wie 44% : 50% : 6%
(Abdollahi et al 2005).

gctttcctac

aaatgagiérp

gactgaaccg

gcaacaagac
tcgaagaaca

cgcccctcag

tgaggttgag
gaaggagcaa

“tagctacttt

acttttctaa
aaagcaaagc
atgtcagaaa

forward primer

rataatgtaag"CtCatCCaCC'1aagaagcctg

tgacatgttc
gagaacattc
tcagaattga
agctctgaac
cacattttgc
ctcgatgaat

actgacagaa

atgcaatctc

cctagcctgce

Abbildung 6:

reversed primer
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Sequenz des AT1 R-Gens (Accession Number GenBank: Z 11162)



Abbildung 6 zeigt die Sequenz des AT1 R-Gens im Bereich 1008 — 1407.
An Position 1166 ist der AC-Polymorphismus lokalisiert ( @ ).
Die Primer zur Amplifikation des 350 bp-Fragmentes sind markiert:
- forward primer = 5'-ATAATGTAAGCTCATCCACC,
- reversed primer = 5'-GAGATTGCATTTCTGTCAGT.
Ebenfalls markiert ist die Schnittstelle fiir das Enzym Dde I.

2.3 Isolierung genomischer DNA und Quantifizierung

2.3.1 Isolierung

Die DNA wurde aus sich in Vollblut befindenden Leukozyten isoliert.
Die Priparation erfolgte unter Verwendung des QIAamp DNA Blood Mini Kits (QIA-
GEN, Hilden, Deutschland). Das Funktionsprinzip dieses Kits beruht auf Zentrifugations-

sdulen, die eine selektiv DNA bindende Membran enthalten.

Material:
- EDTA-Vollblut
- QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland):

- Zentrifugationssdulen mit Membran
- Auffang-Gefifle (2ml)

- Proteinase K, lyophilisiert

- AL-Lysepuffer

- AW1-Waschpuffer-Konzentrat

- AW2-Waschpuffer-Konzentrat

- AE-Elutionspuffer

Zusitzlich bendtigt wurden:

- Ethanol (96-100%)

- sterile Reaktionsgefdle (1,5 ml)

- Mikroliter-Pipetten (Model Reference, Eppendorf, Wesseling, Deutschland)
- Pipettenspitzen mit Filter (Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland)
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- Kleinschiittelgerdt (VORTEX GENIE 2 Modell G 560 E, Scientific Industries Inc., Bohemia,
NY, USA)

- temperierbares Wasserbad (GFL, Burgwedel, Deutschland)

- Mikrozentrifuge (Biofuge pico, Heraeus, Hanau, Deutschland)

Vorbereitung:

- Bei Offnen eines neuen Kits mufBten die Komponenten den Herstellerangaben
entsprechend vorbereitet werden:
24 mg Proteinase K wurde in 1,2 ml Proteasereagenz geldst und aliquotiert
19 ml AWI1-Waschpuffer-Konzentrat wurden in 25 ml 96-100% Ethanol
gelost
13 ml AW2-Waschpuffer-Konzentrat wurden in 30 ml 96-100% Ethanol
gelost
- Auftauen der Blutproben
- Vorheizen des Wasserbades auf 56°C

Durchfiihrung:

Fiir die Isolation wurden 200 ul EDTA-Vollblut eingesetzt. Es wurden 20 pl Protei-
nase K in ein Reaktionsgefdl} pipettiert. Das Blut wurde dazu pipettiert. Die Protei-
nase baut Zellproteine ab. Nach Hinzupipettieren von 200 ul Lysepuffer wurde die
Probe sorgfiltig gemischt und bei 56°C fiir 10 min im Wasserbad inkubiert. Der
Lyse-Puffer lysiert die Zellmembran, so dass neben den Zellorganellen auch die
DNA in den Zellkernen freigesetzt und isoliert werden kann. Dann wurden 200 pl
Ethanol dazupipettiert, die Probe gemischt und auf die Zentrifugationssdule pipet-
tiert. Es schloB sich ein Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm fiir 1 min an. Dabei pas-
sierten Proteine und andere Blut- und Zellbestandteile die Membran und befanden
sich im Filtrat, wihrend die DNA spezifisch gebunden wurde. Die Zentrifugations-

sdule wurde in ein neues Reaktionsgefdll gestellt und das Filtrat verworfen.

Es folgten zwei Waschschritte, in denen Verunreinigungen, die sich noch in der
Membran befanden, entfernt wurden. Zuerst wurden 500 ul AW1-Waschpuffer auf
die Zentrifugationssdule pipettiert und diese bei 8000 rpm fiir 1 min zentrifugiert.

Die Zentrifugationssdule wurde in ein neues Reaktionsgefda3 gestellt und das Filtrat
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verworfen. Dann wurden 500 ul AW2-Waschpuffer auf die Zentrifugationssiule
pipettiert und diese bei 12000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Die Zentrifugationssiule

wurde in ein neues Reaktionsgefall gestellt und das Filtrat verworfen.

Es schloB sich eine Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 2 min an, um das restliche
Ethanol zu entfernen. Ethanolreste in der DNA-Probe kdnnen die folgende PCR-Re-
aktion inhibieren.

Die Zentrifugationssdule wurde nach Verwerfen des Filtrats in ein steriles 1,5 ml
Reaktionsgefd3 gestellt, und 150 ul AE-Elutionspuffer wurden vorsichtig auf die
Membran pipettiert. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur, gefolgt
von einem Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm fiir 1 min. Die DNA lag jetzt im Puf-
fer gelost vor.

Die DNA wurde im Kiihlschrank (4°C) aufbewahrt oder fiir lingere Lagerung bei
-20°C tiefgefroren.

2.3.2 Quantifizierung der isolierten DNA

Material:
- Photometer (Gene Quant I1, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NY, USA)
- Quarzkiivette (Suprasil, HELLMA, Mullheim, Deutschland)
- Mikroliter-Pipetten (Model Reference, Eppendorf, Wesseling, Deutschland)
- Pipettenspitzen mit Filter (Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland)

- deionisiertes, steriles Wasser

Durchfiihrung:

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten DNA erfolgte photometrisch. Ge-
messen wurde die Absorption von Licht der Wellenldngen 260 nm und 280 nm in
einer definierten DNA-LGOsung (s.u.). Aus dem Ausmal der Absorption bei 260 nm
konnte die Konzentration der DNA errechnet werden: Eine Absorption von 1 ent-
spricht einem DNA-Gehalt von 50 pg/ml .

Der Quotient A260/A280 ist ein Mal} fiir die Reinheit der Probe. Lag dieser zwi-

28



schen 1,7-1,9, so lag proteinfreie DNA vor.
Zur Messung wurde eine Verdiinnung von 1:7 hergestellt (10 pl gereinigte DNA mit

60 ul Wasser), in die Quarzkiivette pipettiert und im Photometer gemessen.

2.3.3 Herstellung von Arbeitslésungen

Es wurden Arbeitslosungen fiir die PCR mit einer einheitlichen DNA-Konzentration

von 25 ng/ul hergestellt.

2.4  Nachweis des AT1 R A1166C-Polymorphismus tber Restrik-
tions-Fragment-Langen-Polymorphismus-Analyse (RFLP)

2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)/Amplifikation des 350 bp-Fragments

Material:
- DNA-Arbeitslosung (25 ng/ul)
- 10 x Puffer (1M Tris-Puffer, pH 9)

Rezept: 10 ml 10 x PCR-Puffer: 1 ml 1M Tris-Puffer pH 8; 8,5 oder 9
5ml IM KCI
1 ml Gelatine (1%)
mischen, mit deionisiertem, sterilem
Wasser auf 10 ml auffiillen, ph-Wert
nachmessen und eventuell mit HCI
nachjustieren

- MgCl; (15mM)
- ANTPs (5mM) (Roche, Basel, Schweiz)

- Tag-Polymerase (10 U/ul) (Promega, Mannheim, Deutschland)
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- Primer 20/01 forward (20 pmol/ul)

- Primer 20/02 reversed (20 pmol/ul)

- deionisiertes steriles Wasser

- sterile 0,2 ml Reaktionsgefdl3e (Eppendorf, Wesseling, Deutschland)

- Mikroliter-Pipetten (Model Reference, Eppendorf, Wesseling, Deutschand)
- Pipettenspitzen mit Filter (Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland)

- Thermocycler (T personal, Biometra, Gottingen, Deutschland)

Durchfiihrung:

- PCR-Ansatz in 25 pl Gesamtvolumen: - 2 ul DNA
- 2,5 pul 10 x Puffer pH 9
- 2,5 ul MgCl,
- 1 ul dNTPs
- 0,2 pl Tag-Polymerase (entspricht 2 Units)
- 0,5 ul Primer 20/01 forward
- 0,5 ul Primer 20/02 reversed
- 15,8 pul Wasser

- Amplifikationsbedingungen:

Zunichst erfolgte die Ermittlung der optimalen PCR-Bedingungen. Diese waren
Voraussetzung dafiir, dass die Primer nur ein spezifisches Produkt amplifizierten.
Zur Optimierung der Amplifikation des 350 bp Fragmentes wurden PCRs mit drei
verschiedenen Puffer-pH-Werten (8; 8,5; 9) und bei drei verschiedenen Anneling-
Temperaturen (50°C, 55°C, 60°C) durchgefiihrt. Der PCR-Puffer pH 9 und die

Anneling-Temperatur 55°C erwiesen sich als optimal.

Zur Amplifikation wurden folgende Schritte im Thermocycler durchgefiihrt:

1. Anfangs-Denaturierung: 94°C 2 min

2. Denaturierung: 94°C 45 sec Cycles

3. Anneling: 55°C 30 sec 35 x Schritt 2-4
4. Elongation: 72°C 45 sec

5. End- Elongation: 72°C 5 min

6. Pause 4°C
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2.4.2 Analyse der PCR- und Restriktionsverdau-Produkte

Die Analyse der PCR-Produkte und die Restriktionsverdauanalyse erfolgten auf 1,5

bzw. 1,7% igen Agarose Maxi Gelen. 40 Proben konnten parallel analysiert werden.

2.4.2.1 Herstellung der Agarose-Gele

Material:
- Agarose LE (Roche, Basel, Schweiz)
- 50 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA ph 8.3)

Rezept: 500 ml 50 x TAE-Puffer: 121g Tris Base mit Wasser auf 400 ml
auffiillen
22 ml Essigsdure (99%)
50 ml 0,5 M EDTA pH 8.0
mischen, dann mit Essigsdure pH 8,3
einstellen, mit Wasser ad 500 ml
auffiillen, sterilfiltrieren, bei 4 °C lagern

- deionisiertes steriles Wasser
- Ethidiumbromid (1%)
- Geltrdger und Abdichtungen
- Kamm mit 40 Zéhnen

- Magnet-Riihrer, heizbar (Heidolph, MR 3001, Schwabach, Deutschland)

Durchfiihrung:
Als Gel- und Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Um die DNA-Fragmente sicht-

bar zu machen wurde der Gellosung vor dem Auspolymerisieren der Fluoreszenz-

farbstoff Ethidiumbromid zugesetzt.

Ansatz fiir ein 1,5% (bzw. 1.7%)-Maxi Gel:

1,9 g (2,1 g) Agarose wurden unter Hitze und Riihren in 130 ml 1 x TAE-Puffer in
einem 150 ml Glaskolben geldst. Nach Abkiihlen auf etwa 60 °C der Losung wurden
6 pl Ethidiumbromid zugegeben.
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Der Geltrdager wurde zur GelgieBBvorrichtung abgedichtet. Es wurde ein Kamm einge-
steckt, der die Aussparungen fiir die Proben schaffte. Die warme noch fliissige Aga-
rose wurde in die GieBkammer eingefiillt. Nach etwa 30min war die Agarose auspo-

lymerisiert und die Abdichtungen und der Kamm konnten entfernt werden.

2.4.2.2 Elektrophorese

Material:

- 1,5% (bzw. 1,7%) iges Agarose-Gel

- 1 1 TAE Elektrophoresepuffer

- PCR-Produkt (bzw. Verdau-Produkt)

- Loading dye: 0,25% Bromphenol-Blau, 0,25% Xylene Cyanol, 30% Glycerol in
6 x Auftragspuffer (LD)

- DNA-Marker (pGEM, Promega; Mannheim, Deutschland)

- Elektrophoresekammer (Agagel Maxi, Biometra, Gottingen, Deutschland)

- Netzgerit (Electrophoresis Power Supply EPS 601, Amersham Pharmacia Biotech, Piscat-
away, NY, USA)

- UV-Transilluminator (UVP, Cambridge, UK)

- Kamera (EP H7 0,7X Electrophoresis Hood, Polaroid, Dreieich, Deutschland)

Durchfiihrung:

Den PCR- bzw. Restriktionsverdau-Produkten wurde ein 6-fach konzentrierter Auf-
tragspuffer (LD) zugegeben. Die darin enthaltenen Farbstoffe hatten unterschiedliche
Laufeigenschaften. Sie dienten damit als optische Kontrolle, wie weit die
Elektrophorese fortgeschritten war. Die Bromphenolblau-Bande markierte den nie-
dermolekularen Bereich, die Xylene-Cyanol-Bande den hochmolekularen Bereich.
AuBerdem enthielt der Auftragspuffer Glycerol, welches das Auftragen der Proben in

den Auftragstaschen ohne Vermischung mit dem Laufpuffer erlaubte.

Das Agarose-Gel wurde mit dem Geltriger in die Elektrophoresekammer gestellt. 1 x
TAE Laufpuffer wurden in die Elektrophoresekammer eingefiillt, bis das Gel voll-
stindig bedeckt war. 5 pul PCR-Produkt wurden mit 1ul LD gemischt und in eine
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Auftragstasche pipettiert. Parallel zu den Proben wurden in einer Tasche Sul DNA
Marker aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde bei 150 V fiir 30 Minuten durchgefiihrt.

Im Anschlufl an die Elektrophorese wurde das Gel auf dem UV-Transilluminator

photographiert und ausgewertet.

2.4.3 Restriktionsverdau mit Dde | zur Detektion des AC-Polymorphismus im
AT1 R-Gen

2.4.3.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden vor dem Verdau mit dem QIAamp PCR Purification Kit
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Dabei wurden Reste des PCR-Ansatzes
(Puffer, dNTPs, Primer) entfernt.

2.4.3.2 Quantifizierung der PCR-Produkte

Vor dem Verdau war eine einmalige Bestimmung der durchschnittlichen DNA-Kon-
zentration des aufgereinigten PCR-Produktes notwendig. Es mufte das optimale
Verhiltnis von DNA-Menge zu Enzymmenge ermittelt werden. Die semiquantitative
Bestimmung erfolgte unter Verwendung eines DNA-Markers, dessen Banden eine
genau definierte Menge DNA enthielten. Der Vergleich mit dem in gleicher Menge
auf ein Agarose-Gel aufgetragenen PCR-Produkt erlaubte eine Abschitzung von

dessen DNA-Gehalt.

Material:
- 1,5%iges Agarose-Gel (s.2.4.2.1)
- aufgereinigtes PCR-Produkt
- DNA-Marker 50-1000 bp (Bio Whittaker Molecular Applications, Borken, Deutschland)

(Auftrag von 5 ul entsprach einem DNA-Gehalt von 50 ng/Bande)

33



Durchfiihrung (s. auch 2.4.2.2):
Es wurden jeweils 5 ul PCR-Produkt bzw. DNA-Marker mit 1 pl LD gemischt und

aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde bei 150V und einer Laufzeit von 30 min durchgefiihrt.

2.4.3.3 Restriktionsverdauansatz

Material:
- aufgereinigtes PCR-Produkt
- Dde I (1U/ul) (Internationaler Standard-Code: 81811-53-2) (Roche, Basel,
Schweiz)
- Sure Cut H-Puffer (Roche, Basel, Schweiz)
- deionisiertes steriles Wasser
- sterile 0,3 ml Reaktionsgefil3e
- Mikroliter-Pipetten (Model Reference, Eppendorf, Wesseling, Deutschland)
- Pipettenspitzen mit Filter (Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland)

- Thermocycler: Omn-E Thermal Cycler (Hybaid, Heidelberg, Deutschland)

Durchfiihrung:
10 ul PCR-Produkt wurden mit 2 pl Dde I, 2,5 ul 10 x H-Puffer und 5,5 pul Wasser

gemischt und bei 37 °C fiir drei Stunden inkubiert.

Der dargestellte Restriktionsverdau mit vorheriger Aufreinigung der PCR-Produkte
und Quantifizierung stellte den idealen Verdauablauf dar. Es stellte sich heraus, dass
auch die direkte Zugabe von Dde I zu dem unaufgereinigten PCR-Produkt zu ein-
deutigen Analyseergebnissen fiihrte. Im Folgenden wurden 20 pul PCR-Produkt mit 2
ul Dde I fiir drei Stunden bei 37 °C im Thermocycler inkubiert.
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a) PCR-Produkt nicht aufgereinigt b) PCR-Produkt aufgereinigt

Abbildung 7:  PCR-Produkte

2.4.4 Darstellung des Restriktionsverdaus im Agarose-Gel

Material:
- 1,7% iges Agarose-Gel (s. 2.4.2.1)
- Restriktionsverdau-Produkte
- 6 x Loading-Dye
- DNA-Marker (pGEM, Promega, Mannheim, Deutschland)

Durchfiihrung:

22 ul Restriktionsverdau-Produkt wurden 4 pul Loading-Dye zugeben. Pro Tasche
wurden 6,5 pl aufgetragen.

Neben den Restriktionsverdau Proben wurden 5 ul DNA-Marker, unverdautes PCR-
Produkt (die verdauten Proben durften keine ldngeren Fragmente als die unverdaute
Probe aufweisen) und je Genotyp (AA, AC, CC) ein bekannter Standard aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V fiir 30 min.

Das Gel wurde zur Dokumentation auf dem UV-Transilluminator mit der Polaroid-

Kamera photographiert.
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2.5 Statistische Auswertung der Daten

Die Deskription kategorialer und ordinaler Merkmale erfolgt durch Angabe absoluter
und relativer Haufigkeiten. Metrische Merkmale werden durch Angabe von Mittel-
wert und Standardabweichung beschrieben.

Um die Nullhypothese zu testen, dass die Genotyp-Verteilung unabhingig vom Kol-
lektiv ist (KHKK vs. KK, bzw. RSK- vs. Nicht-RSK), wird der x*Test auf Unab-
hingigkeit benutzt.

Alle Tests erfolgen zweiseitig zum Signifikanzniveau 0,05.
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3  Ergebnisse

3.1 Patientenkollektive

In die Studie wurden insgesamt 616 Patienten eingeschlossen. Bei 9 Blutproben war
die molekulargenetische Analyse wegen schlechter Probenqualitdt nicht auswertbar.
Die Daten von 607 Patienten wurden in die statistische Auswertung einbezogen.

Bei allen Patienten wurde eine Koronarangiographie durchgefiihrt. Bei n=181 Pati-
enten konnte eine KHK koronarangiographisch ausgeschlossen werden. Es handelte
sich um Patienten, bei denen aufgrund einer pektangindsen Symptomatik oder falsch
positiver Befunde im Belastungs-EKG oder in der Thallium-Szintigraphie eine Ko-
ronarangiographie durchgefiihrt wurde. Sie bildeten das Kontrollkollektiv. Bei n=426
Patienten wurde eine KHK koronarangiographisch gesichert. 356 Patienten (83,6%)
wurden im Rahmen der PCI zusédtzlich mit einem Stent versorgt. Bei 425 der KHK-
Patienten konnte eine Kontrollangiographie durchgefiihrt werden. Eine Restenose
wurde definiert als >50% Einengung des Gefdfllumens einer Koronararterie. Die Re-
stenoserate betrug 30,6%. Die demographischen Daten der Patientenkollektive sind
aus Tabelle 4 ersichtlich. Erwartungsgemal zeigt das KHK-Kollektiv verglichen mit
dem Kontrollkollektiv eine deutlich unterschiedliche Risikokonstellation, mit einer
hoheren Préivalenz der arteriellen Hypertonie, des Nikotinabusus und der Dys-

lipidamie.
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Tabelle 4: Beschreibung der Patientenkollektive

KHK-Kollektiv Kontrollkollektiv
n=426 n=181
Geschlecht méannlich (%) 356 (83,6%) 67 (37,0%)
Geschlecht weiblich (%6) 70 (16,4%) 114 (63%)
Alter (Mittelwert) 60,47 + 8,96 57,46 £ 10,26
Dyslipidamie
Ja 364 (85,4%) 141 (78%)
Nikotinabusus (%0)
ja 159 (37,3%) 29 (16,0%)
Ex-Nikotin 167 (39,2%) 32 (17,7%)
nein 100 (23,5%) 111 (61,3%)
nicht erfasst 0 (0%) 9 (5%)
arterielle Hypertonie (%)
ja 268 (62,9%) 85 (47%)
nein 158 (37,1%) 44 (24,3%)
nicht erfasst 0 (0%) 52 (28,7%)
PCI mit Stentversorgung 356 (83,6%) Keine (0%)

Definitionen und Grenzwerte:

Dyslipidamie:

arterielle Hypertonie:

3.2 Methoden der RFLP-Analyse

PCR-Optimierung

Cholesterin >200 mg/dI
und/oderHDL-Cholesterin <40 mg/dI
und/oderTriglyceride >200 mg/dI

RR >140/90 mm Hg

Als optimale PCR-Bedingungen ergaben sich der PCR-Puffer-pH-Wert von 9 und

die Anneling-Temperatur von 55°C.

Zur Darstellung der PCR-Produkte erwies sich ein 1,5%iges Agarose-Gel als opti-

mal.
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Marker Patientenproben Nullprobe

Abbildung 8: PCR-Produkt nativ

Abbildung 8 zeigt die Photographie eines zur Uberpriifung der PCR angefertigten
1,5%igen Agarose-Geles. Es wurden 5 pl PCR-Produkt mit 1 ul Loading-Dye auf
das Ethidiumbromid-haltige Gel aufgetragen. Am oberen Bildrand stellen sich dun-
kel die leeren Auftragtaschen dar. Die Spannung betrug 150 V bei einer Laufzeit von
30 min. Die PCR-Produkte bilden eine spezifische Bande. Die Fragmente haben, wie
der links aufgetragene Marker zeigt, eine Lange von 350 bp. Die PCR zeigt keine
unspezifischen Produkte in Form zusétzlicher Banden oder eines "Schmierfilms"
oberhalb der spezifischen Bande. Die am rechten Rand aufgetragene Nullprobe ist

rein und schlieBt Verunreinigungen der PCR-Ansétze aus.

Restriktionsverdau-Optimierung

Als optimale Restriktions-Bedingungen ergab sich der Verdau von 20 ul PCR-Pro-
dukt (entspricht 1,2 ug DNA) mit 2 ul Dde I (entspricht 2U) bei 37°C fiir 3 Stunden.
Zur Darstellung der Restriktionsverdau-Produkte erwies sich ein 1,7%iges Agarose-

Gel als optimal.
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Abbildung 9:  Restriktionsverdau

Abbildung 9 zeigt die Photographie eines zur Analyse (Genotypisierung) der Dde I-
verdauten PCR-Produkte angefertigten 1,7%igen Agarose-Gels. Es wurden 6,5 pl
des mit Loading-Dye versetzten Verdau-Produktes auf das Ethidiumbromid-haltige
Gel aufgetragen. Die Spannung betrug 150 V bei einer Laufzeit von 30 min. Die
Verdau-Produkte bilden je nach Genotyp zwischen einer und drei spezifische Banden
(AA: 350 bp lange Fragmente, CC 139 und 211 bp lange Fragmente, AC: 350
und139 und 211 bp lange Fragmente). Deren Lénge 148t sich anhand des rechts
aufgetragenen DNA-Markers bestimmen. Unter den C-Banden sind als leichte
Authellung Reste des Verdau-Ansatzes sichtbar. Die vier Spalten vor dem Marker
zeigen die Standard-Proben eines bekannten AA-, AC- und CC-Genotypen sowie
eine Probe des unverdauten PCR-Produkts. Die Standards zeigen an, dass ein
bekannter Genotyp sich mit den spezifischen Banden abbildet und eine
entsprechende Interpretation der unbekannten Proben erlaubt ist. Unspezifische

Banden, Verunreinigungen oder ein unvollstidndiger Verdau liegen nicht vor.
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3.3 Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der KHK

Die Verteilung des AC-Polymorphismus zeigte keinen signifikanten Unterschied im

KHK-Kollektiv und im Kontrollkollektiv. Es war keine signifikante Abhingigkeit
zwischen Genotyp und Kollektivzugehorigkeit nachweisbar. Der x*-Test auf
Unabhingigkeit ergab einen p-Wert von 0,579. Auch bei Analyse nach Geschlecht
getrennter Subgruppen mit dem X°-Test auf Unabhingigeit ergab sich kein statistisch

signifikanter Unterschied. In der ménnlichen Subgruppe betrug der p-Wert 0,263, in

der weiblichen Subgruppe 0,379.

Tabelle 5: Verteilung der Genotypen im KHK- und Kontrollkollektiv
KHK-Kollektiv Kontrollkollektiv
Genotypen gesamt n=426 n=181
AA (%) 203 (47,6%) 84 (46,4%)
AC (%) 189 (44,4%) 74 (40,9%)
CC (%) 34 (8,0%) 23 (12,7%)
Genotypen (méannlich) n=356 n=67

AA (%) 168 (47,2%) 37 (55,2%)
AC (%) 160 (44,9%) 23 (34,3%)
CC (%) 28 (7,9%) 7(10,4%)
Genotypen (weiblich) n=70 n=114

AA (%) 35 (50,0%) 47 (41,2%)
AC (%) 29 (41,4%) 51 (44,7%)
CC (%) 6 (8,6%) 16 (14%)

41




46.4 47,6
50— 4

v

45 40,9

40—
EKontrollkollektiv
O KHK-Kollektiv
35—

30

Prozent 25—

20

12,7
15—
8,0
10—

5

0 T
AA AC cc
Genotyp

Abbildung 10: Prozentuale Verteilung der Genotypen im KHK- und Kontrollkollektiv

3.4 Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der Resten-

ose nach PCI

Die Verteilung des AC-Polymorphismus zeigte keinen signifikanten Unterschied im
KHK-Kollektiv mit Restenose versus dem KHK-Kollektiv ohne Restenose. Es war

keine signifikante Abhidngigkeit zwischen dem Genotyp und dem Auftreten einer

Restenose nachweisbar. Der X>-Test auf Unabhingigkeit ergab einen p-Wert von

0,795. Auch bei Analyse nach Geschlecht getrennter Subgruppen mit dem X*-Test

auf Unabhingigkeit ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied. In der
méinnlichen Subgruppe betrug der p-Wert 0,490, in der weiblichen Subgruppe 0,481.
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Tabelle 6: Verteilung der Genotypen im KHK-Kollektiv mit und ohne Restenose nach
interventioneller PCI

0 1

KHK-Patienten KHK-Patienten
ohne Restenose mit Restenose

Genotypen gesamt (%) n=295 n=130

AA 137 (46,4%) 65 (50,0%)

AC 134 (45,4%) 55 (42,3%)

CcC 24 ( 8,2%) 10 ( 7,7%)

Genotyp mannlich (%) n=246 n=109

AA 111 (45,1%) 56 (51,4%)

AC 114 (46,3%) 46 (42,2%)

cC 21 (8,6%) 7(6,4%)

Genotyp weiblich (%) n=49 n=21

AA 26 (53,1%) 9 (42,9%)

AC 20 (40,8%) 9 (42,9%)

cC 3(6,1%) 3(14,2%)

50+

45

40

35 @ KHK-Patienten ohne Restenose
O KHK-Patienten mit Restenose

Prozent 25-

AA AC CcC
Genotyp

Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der Genotypen im KHK-Kollektiv mit und ohne Re-

stenose nach interventioneller PCI
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4 Diskussion

4.1  Genpolymorphismen in der Pathogenese der Arteriosklerose

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden in einem umfangreichen KHK-Kollektiv
von 426 Patienten mit gesicherter koronarer Herzerkrankung und einem Kontroll-
kollektiv von 181 Personen mit angiographischem Ausschluss einer KHK erhoben.
Eine Assoziation des ATl R A1166C-Polymorphismus mit der KHK bzw. der
Restenosierung nach primér erfolgreicher PCI wurde ausgeschlossen. Dieses Ergeb-
nis ist ein wesentlicher Beitrag zur Klarung der bis heute kontrovers diskutierten
Bedeutung des AT1 R A1166C-Polymorphismus fiir die Pathogenese der KHK so-
wie der koronaren Restenose nach PCI.

Die genetischen Ursachen der Arteriosklerose sowie die Mechanismen der Resteno-
sierung von interventionell behandelten Koronar- und Bypass-Gefédflen sind zentrale
Themen der Herz-Kreislaufforschung. Allerdings konnte bisher im Bereich der Ge-
fallerkrankungen nur fiir wenige genetische Befunde (zum Beispiel im LDL-Rezep-
tor) ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen einer Genmutation und dem Ent-
stehen einer Arteriosklerose nachgewiesen werden.

Fiir die Mehrzahl der Patienten geht deshalb die aktuelle Grundlagenwissenschaft
inzwischen von einer polygenetischen Atiologie der Arteriosklerose oder Restenose
aus, d.h. genetische Befundkonstellationen werden in direktem Zusammenhang mit
der Bereitschaft, eine Arteriosklerose zu entwickeln, bzw. nach erfolgreicher Inter-
vention ein Rezidiv zu erleiden, interpretiert.

Die Entdeckung von Genpolymorphismen, also primir nicht kausal mit Krankheiten
verkniipfter Genvarianten, eréffnet neue Perspektiven bei der erweiterten Bewertung
genetischer Befunde. So wird heute die individuelle genetische Konstellation von
Genpolymorphismen auch als Risiko fiir die Entstehung von Krankheiten interpre-
tiert.

Im Hinblick auf die Pathogenese der KHK und der koronaren Restenose wurde in
den vergangenen 10-15 Jahren eine Reihe von Genpolymorphismen in unterschiedli-

chen Genen untersucht. Dabei schienen die Genvarianten, welche das RAAS betref-
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fen, von besonderem Interesse zu sein. Es wurden zuerst ein Insertions-/Dele-
tionspolymorphismus im Gen des Angiotensin Converting Enzyme (ACE) (Cambien
et al 1992) und spiter eine Missense Mutation (A1166C) (Bonnardeaux et al 1994,
Tiret et al 1994) im nicht translatierten Bereich des Gens des Angiotensin II Rezeptor

Typ 1 mit einem erhohten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert.

4.2  Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der KHK

Gegenstand der hier vorgelegten Arbeit war die Analyse des sogenannten AT1 R Po-
lymorphismus. Es ist ungekldrt, welcher pathogenetische Mechanismus einer As-
soziation des A1166C-Polymorphismus im AT1 R-Gen mit der KHK zugrunde lie-
gen konnte. Amant et al (1997) wiesen nach, dass CC-Genotyp-Triger in angiogra-
phisch normalen Koronararterien auf Infusion eines Vasokonstriktors mit einer
signifikant groBeren Vasokonstriktion distaler Koronargefille reagieren. Es wurde
ausserdem berichtet, dass Personen mit dem CC-Genotyp eine erhohte Antwort auf
Angiotensin II in den Arterien, verbunden mit einem erhohten arteriellen Blutdruck,
aufweisen (Van Geel et al 2000). Diese blieb auch bei einer Behandlung mit ACE-
Inhibitoren bestehen. Die enge Assoziation zur arteriellen Hypertonie lieB auch eine
Assoziation zur KHK vermuten.

In klinischen Assoziationsstudien wurde iiber ein erhohtes KHK-Risiko durch den
CC-Genotyp im AT1-Gen berichtet (Fatini et al 2000). Diese Daten wurden in weite-
ren Arbeiten nicht bestitigt (Alvarez et al 1998, Gardemann et al 1998, Ortega et al
2002). Auch die vorliegende Studie konnte diese Daten nicht bestéitigen. Einige der
Studien, in denen eine Assoziation ausgeschlossen wurde, berichteten jedoch iiber
eine Interaktion des AT1 R AC-Polymorphismus mit dem ACE-ID-Polymorphismus
(Wang et Staessen 2000) und fanden ein erhéhtes KHK-Risiko bei gleichzeitigem
Vorliegen der ACE DD-und AT1 R CC-Genotypen.

Beziiglich der Frage nach einer Assoziation zwischen dem AT1 R-Polymorphismus
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und der KHK lag bisher nur eine einzelne Studie mit einem grof3en, hinreichend un-
tersuchten KHK- und Kontrollkollektiv vor (Gardemann et al 1998). Die negativen
Ergebnisse dieser Studie wurden durch die vorliegende Arbeit an einem ebenfalls
umfangreichen und invasiv untersuchten Studienkollektiv bestitigt. Die Bewertung
der widerspriichlichen Studienergebnisse ist aufgrund der unterschiedlichen Studien-
designs schwierig. Die Studie von Gardemann et al (1998) ist mit Abstand die grof3te
der dargestellten Studien. Sie umfalit 2244 Patienten, wihrend Fatini et al (2000) 205
Patienten und 209 Kontrollpersonen, Alvarez et al (1998) 181 Patienten und 240
Kontrollpersonen und Ortega et al (2002) 304 Patienten und 315 Kontrollpersonen
untersuchten.

Viele Studien sind nur eingeschriankt auswertbar, weil die notwendigen Ausschluss-
kriterien, besonders fiir die Kontrollkollektive, nicht sorgfiltig genug festgelegt und
gepriift wurden. Beispielsweise wird fiir Kontrollkollektive haufig auf Klinikpersonal
oder Blutspender zuriickgegriffen, weil die entsprechenden Proben leicht beschafft
werden konnen. Es wird vorausgesetzt, dass diese Kontrollpersonen herzgesund sind.
Damit werden in das Kontrollkollektiv auch Personen aufgenommen, deren Erkran-
kung (noch) nicht bekannt oder, z.B. aufgrund ihres Alters, noch nicht apparent ist.
Je nach Studiendesign miissen Kontrollpersonen das ,,richtige® Alter haben und ob-
jektiv hinreichend untersucht worden sein. In der Studie von Gardemann et al wur-
den alle Teilnehmer invasiv untersucht. Die Diagnose KHK wurde damit zuverldssig
gestellt. Bei Fatini et al wurde nur das KHK-Kollektiv mittels Herzkatheter unter-
sucht. Das Kontrollkollektiv rekrutierte sich aus Angestellten der Universitdt Florenz
auf der Basis einer korperlichen Untersuchung und eines EKGs. Im Kontrollkollektiv
wurde damit eine KHK nicht zuverlissig ausgeschlossen. Auch bei Alvarez et al
wurde im Kontrollkollektiv nur eine klinische Untersuchung durchgefiihrt.

Der A1166C-Polymorphismus liegt im untranslatierten Bereich des AT1 R-Gens; er
ist nicht funktionell. Es wurde vermutet, dass ein Synergismus zwischen dem AT1 R
C-Allel und dem ACE D-Allel fiir Assoziationen des AC-Polymorphismus mit kar-
diovaskuldren Erkrankungen verantwortlich sein konnte. Synergistische Effekte
konnten Ursache der differierenden Studienergebnisse sein. Fatini et al und Alvarez
et al berichteten iiber einen synergistischen Effekt des ACE DD- und des AT1 R CC-

Genotypen auf das KHK-Risiko. Gardemann et al konnten diesen synergistischen
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Effekt nicht bestitigen, auch nicht bei der Analyse verschiedener Subgruppen. Neben
dem A1166C-Polymorphismus sind im AT1 R-Gen andere Polymorphismen be-
kannt. So wurden 7 Polymorphismen in der 5' flankierenden Region untersucht (Poi-
rier et al 1998). Diese Polymorphismen waren nicht mit dem AC-Polymorphismus
assoziiert. Ebenso wurden drei Polymorphismen in der Promotor-Region des AT1 R-
Gens erforscht (Zhang et al 2000). Es wurde lediglich eine schwache Assoziation des
—2228 G/A-Polymorphismus mit dem 1166 AC-Polymorphismus festgestellt. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass noch unbekannte Polymorphismen des AT1
R-Gens eine Auswirkung auf das Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen haben.
Moglicherweise existieren Polymorphismen, die eine Assoziation mit dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten A1166C-Polymorphismus haben. Sie konnten fiir
Effekte verantwortlich sein, die dem AC-Polymorphismus zugeschrieben werden.
Auf Grundlage des jetzigen Forschungsstandes konnen hierzu keine Aussagen ge-
macht werden.

Die Zusammensetzung der Kollektive nach Geschlecht konnte ebenfalls Ursache
unterschiedlicher Studienergebnisse sein. Es wurde dargestellt, dass die Substitution
von Ostrogen insgesamt zu einer Suppression des RAAS fiihrt (Fischer et al 2001).
Ostrogen senkt Renin, ACE und AT1 R und steigert Angiotensinogen. In den we-
nigsten Studien sind die Kollektive beziiglich der Geschlechterverteilung ausgegli-
chen, bzw. werden die Ergebnisse auch nach Geschlecht getrennt statistisch
ausgewertet. Beispielsweise wurden in der groBten bisher durchgefiihrten Studie nur
Minner untersucht (Gardemann et al 1998). Alvarez et al (1998) untersuchten 181
minnliche Patienten, 150 méinnliche und 90 weibliche Kontrollpersonen. Es ist
unklar, in wie weit das Geschlecht EinfluB auf die Ergebnisse der diskutierten
Studien hat. Auch in der vorliegenden Arbeit sind die Kollektive beziiglich des
Geschlechterverhéltnisses nicht ausgeglichen. Zunichst erkennbare Tendenzen, wie
das etwas hdufigere Auftreten des CC-Genotypen bei Frauen im Kontroll- versus
dem KHK-Kollektiv oder das mehr als doppelt so hdufige Auftreten des CC-
Genotypen im weiblichen Restenose- gegeniiber dem Nicht-Restenosekollektiv sind
statistisch jedoch nicht signifikant. Es ist daher in der vorliegenden Arbeit nicht von
einer Beeinflussung des Ergebnisses durch die Kollektivzusammensetzung

auszugehen. In der Arbeit von Abdollahi et al (2005) wird die Haufigkeit des CC-
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Genotypen in der weiblichen Normalbevolkerung mit 5,8% angegeben (allerdings
war hier eine KHK kein Ausschlusskriterium!), liegt also niedriger als in der
vorliegenden Arbeit (CC-Genotyp im weiblichen Kontrollkollektiv: 14%). Die
Griinde hierfiir sind unklar, relativieren die oben angesprochene Tendenz zu einer
vermeintlichen Héufung des CC-Genotypen im weiblichen Kontrollkollektiv aber

zusatzlich.

Wie im Ergebnisteil ersichtlich unterscheiden sich die Patientenkollektive der
vorliegenden Arbeit deutlich beziiglich ihres Risikoprofils. Dies entspricht den
Erwartungen, insofern als Patienten mit vielen Risikofaktoren signifikant haufiger
eine KHK enwickeln, als Patienten mit wenigen Risikofaktoren. Das Ergebnis der
vorliegenden Arbeit wird durch diesen Sachverhalt nicht beeinflusst: Zum einen ist
keinerlei Assoziation des untersuchten Polymorphismus mit einem der Risikfaktoren,
wie z.B. einer Fettstoffwechselstorung, bekannt oder zu erwarten. Zum anderen hat
die vorliegende Arbeit keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kollektiven
bzgl. des Auftretens des A/C-Polymorphismus ergeben, so dass sich die Frage nicht
stellt, ob dieser Unterschied ggf. auf die differente Risikokonstellation

zurickzufiithren sein konnte.

Nach der Kritik aller Studien scheinen die Studie von Gardemann et al sowie die hier
vorliegende Arbeit am ehesten der Anforderung nach grofen invasiv kontrollierten
KHK- und Kontrollkollektiven zu entsprechen. Beriicksichtigt man die Daten beider
Studien, ist es sehr wahrscheinlich, dass in der Gesamtbevolkerung kein Zusammen-
hang zwischen dem AT1 R-Polymorphismus und der KHK besteht. Auflerdem be-
steht zur Zeit kein schliissiges Erkldrungsmodell, das fiir einen pathogenetischen
Zusammenhang zwischen dem AT1 R AC-Polymorphismus und der KHK sprechen

wiirde.
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4.3  Assoziation des AT1 R AC-Polymorphismus mit der Restenose
nach PCI

Anders als bei der nicht bestehenden Assoziation des AC-Polymorphismus mit der
KHK konnte es sich im Falle der Restenosierung nach primér erfolgreicher PCI ver-
halten. Fiir die langjdhrige Entstehung einer KHK werden ginzlich andere Mecha-
nismen diskutiert als dies im Falle einer haufig innerhalb weniger Wochen und Mo-
nate auftretenden Restenosierung nach primér erfolgreicher PCI der Fall ist. Inner-
halb der ersten 4-6 Monate nach PCI tritt in 10-60% der Félle eine Restenose auf.
Die Restenose nach PCI stellt ein gravierendes Problem der interventionellen Thera-
pie der KHK dar.

Einen Zusammenhang zwischen dem RAAS und der Restenose nach PCI kann auf-
grund folgender Uberlegungen vermutet werden: Es wurde berichtet, dass die Angio-
tensin-Rezeptoren-Blocker Losartan und UP 269-6 zur Inhibition der Neointimabil-
dung nach Ballondilatation fiihren (Virone-Oddos et al 1997, Kauffman et al 1991).
Im Tierexperiment wurde nachgewiesen, dass der neue Angiotensin-Rezeptoren-
Blocker SK-1080 eine Relaxation und Hypotension nach Ballondilatation der Caroti-
den bewirkt (Lee et al 2002). SK-1080 reduziert die Intimahyperplasie und dosisab-
hingig die Stenoserate. Von der VAL-PREST-Studie wurde berichtet, dass
Angiotensin II Rezeptoren-Blocker die In-Stent-Restenose-Rate nach Stentimplan-
tation reduzieren (Peters et al 2001).

Es existieren verschiedene pathogenetische Modelle fiir eine mogliche Assoziation
des AT1 R AC-Polymorphismus mit der Restenose nach PCI. Der CC-Genotyp ist
mit einer erhohten Antwort auf Angiotensin II in den Arterien assoziiert (Van Geel et
al 2000). Der CC-Genotyp ist ausserdem mit einer verstirkten Vasokonstriktor-Ant-
wort distaler Koronargefiasse assoziiert (Amant et al 1997). Angiotensin II fordert
iiber den AT1-Rezeptor die Proliferation glatter Muskelzellen (Watanabe et al 2001).
In arteriosklerotischem Gewebe wird der AT1-Rezeptor verstirkt exprimiert (Gross
et al 2002). Allerdings konnte in einer anderen Studie eine Assoziation des AC-Po-
lymorphismus mit der Rezeptordichte bzw. —affinitit nicht bestitigt werden (Danser
et Schunkert 2000). Ebenfalls wurde keine Assoziation zwischen den AC-Poly-

morphismus und dem Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Anstieg nach PCI gefunden
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(Prisco et al 2000). Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) ist Teil des
fibrinolytischen Systems. Dieses ist von entscheidender Bedeutung in der Genese
kardiovaskuldrer Krankheiten. Es hat Einfluss auf die Plaqueentstehung im Rahmen
der Arteriosklerose und der KHK und auf thrombembolische Komplikationen. Daher
wurde die Assoziation des ATl R- und des ACE-Polymorphismus mit dem PAI-1-
Anstieg nach PCI untersucht (Prisco et al 2000). Dabei wurde fiir den ACE DD-Ge-
notyp eine positive Assoziation gefunden; fiir den AT1 R-Polymorphismus ergab
sich jedoch kein Zusammenhang. Der PAI-1-Anstieg nach PCI erklirt einen eventu-
ellen Zusammenhang zwischen dem AC-Polymorphismus und dem Risiko der
Restenose nach PCI nicht.

In zwei Studien konnte eine Assoziation zwischen der Restenose nach PCI und dem
AT1 R AC-Polymorphismus nicht bestétigt werden (Hertwig et al 2002, Vilzke et al
2000). Beide Studien basierten auf demselben Kollektiv von 511 KHK-Patienten, bei
denen eine erfolgreiche PCI ohne Stenting durchgefiihrt wurde. 164 Patienten zeigten
eine Restenose (32,1%); die Re-PCI (in 16,6% mit Stenting) war bei 154 Patienten
erfolgreich (davon wurden 145 Patienten mit vollstindigen klinischen und
angiographischen Daten in die Analyse einbezogen). Es wurde zum einen die
Restenose nach PCI untersucht (Volzke et al 2000), zum anderen die wiederholte
Restenose nach Re-PCI bei 46 Patienten (Hertwig et al 2002). Die Re-PCI ist
assoziiert mit einer hoheren initialen Erfolgsrate, einer niedrigeren Kom-
plikationsrate und einer niedrigeren bis gleichen Restenose-Rate (Dimas et al 1992,
Glazier et al 1989, Rapold et al 1987). Beide Studien zeigten in randomisierten
Kollektiven eine Assoziation der Restenose mit dem AGT 235T-Allel, aber nicht mit
dem ACE ID- oder dem AT1 R AC-Polymorphismus. Volzke et al fanden fiir die
Restenose nach PCI eine Assoziation mit der initialen Lé&sionsschwere, dem
Stenosegrad vor PCI und der Residualstenose nach PCI. Hertwig et al (2002)
konnten keine Assoziation mit angiographischen Parametern feststellen. Es wurde
daher die Vermutung gedulert, dass der Restenose und der wiederholten Restenose
nach PCI teilweise differierende pathophysiologische Mechanismen zugrunde liegen
(Hertwig et al 2002). Als mogliche Ursache der Restenose wurde die lokale
Expression von RAAS-Komponenten diskutiert. Sie ist nach Ballondilatation der

Carotiden, bzw. der Aorta, bei der Ratte erhoht (Iwai et al 1997, Rakugi et al 1993,
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Rakugi et al 1994, Viswanathan et al 1992). Zu kritisieren ist, dass weder bei
Hertwig et al (2002), noch in der vorliegenden Arbeit zwischen einer reinen PCI und
der PCI mit Stentversorgung bei der Analyse der Restenoserate unterschieden wird.
Dies ist insofern problematisch, als nach Stentimplantation seltener eine Restenose
auftritt, und als fiir die Restenose nach PCI und die Restenose nach Stenting
verschiedene pathophysiologische Mechanismen verantwortlich gemacht werden
(s.1.2.2). Angesichts der unterschiedlichen Stentraten (Volzke et al: 0%, Hertwig et
al: 16,6%, vorliegende Arbeit: 83,6%) sind die diskutierten Studien daher auch nur
bedingt vergleichbar.

Die vorliegende Untersuchung bestétigt die Ergebnisse der diskutierten zwei Studien,
die die fragliche Assoziation des AT1 R-Polymorphismus mit der Restenose nach
PCI untersuchten (Hertwig et al 2002, Volzke et al 2000). Es konnte keine Assozia-
tion des A1166C-Polymorphismus im AT1 R-Gen mit der Restenose nach PCI fest-

gestellt werden.
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7  Anhang

Tab. 7: Studien zum M235T- und T174M-Polymorphismus des AGT-

Gens

Veranderungen/Erkrankungen

und diesbeztigliche Studien

Polymorphismus

KollektivgroRe
(n)

Assoziation
ja (+)/nein (-)

1. Angiotensinogen-Plasmaspiegel-Erhéhung:

Danser et Schunkert, 2000 M235T Review +

Staessen et al, 1999 M235T 27906 +

(Meta-Analyse)

2. Frequenzunterschiede gemaR ethnischer Herkunft:

Bloem et al, 1995 M235T n=210 +

Lifton et al, 1993 M235T n=200 +

Nakajima et al, 2002 M235T n=165 +

2l Hypertonie:

Basset el et al, 2002 M235T n=294 -

Caulfield et al, 1994 M235T n=63 Familien |+
T174M +

Caulfield et al, 1995 M235T n=126 -
Angiotensinogen +

Fornage et al, 1995 M235T n=299 -

Frossard et al, 1998 T174M n=229 -
M235T +

Hata et al, 1994 M235T n=186 +

Hegele et al, 1994 T174M n=741 +
M235T -

Jeunemaitre et al, 1992 T174M n=758 +




M235T +
Mettimano et al, 2002 M235T n=190 +
Niu et al, 1998 T174M n=620 -
M235T -
Niu et al, 1999 T174M n=1555 -
M235T -
Staessen et al, 1999 M235T n=27906 + (WeiBe)
(Meta-Analyse) |- (Schwarze u.
Asiaten)
Wang et al, 1999 M235T n=301 -
4. Linksventrikulare Hypertrophie:
Frossard et al, 1998 T174M n=414 -
Shlyakhto et al, 2001 M235T n=156 -
5. KHK:
Fatini et al, 2000 M235T n=414 -
Frossard et al, 1998 T174M n=414 -
Katsuya et al, 1995 M235T n=828 +
6. Myokardinfarkt / akzidentelles kardiovaskulares Ereignis:
Frossard et al, 1998 T174M n=229 -
M235T +
Katsuya et al, 1995 M235T n=828 +
Ortega et al, 2002 M235T n=619 +
Petrovic et al, 2001 M235T n=284 - (aber positiver
interaktiver Effekt
mit ACE DD)
Staessen et al, 1999 M235T n=27906 -
(Meta-Analyse)

II




7. Restenose nach (wiederholter) PCI:

Hertwige et al, 2002 M235T n=164

Ryu et al, 2002 M235T n=238

Toyofyuku et al, 2002 M235T n=204

Volzke et al, 2000 T174M n=511
M235T

III




Tab. 8: Studien zum ID-Polymorphismus des ACE-Gens

Veranderungen/Erkrankungen Kollektivgrofie (n)

und diesbeztigliche Studien

Assoziation
ja (+)/nein (-)

1. ACE-Plasmaspiegel-Erhéhung:

Cambien et al, 1992 n=1343 +
Danser et Schunkert, 2000 Review +
Jeffery et al, 1999 n=97 +
Rice et al, 1999 n=618 +
Rigat et al, 1990 n=80 +
2. Frequenzunterschiede gemaf ethnischer Herkunft:
Matsubara et al, 2002 n=2048 +
3. Hypertonie:
Alvarez et al, 1998 n=421 -
Arbustini et al, 1995 n=678 -
Basset el et al, 2002 n=294 +
Berge et Berg, 1994 n=140 -
n=90 -
n=136 -
n=260 -
n=176 -
Fuentes et al, 2002 n=455 -
Wang et Staessen, 2000 Review

4. Linksventrikulare Masse (LVM) / Hypertrophie (LVH):

Fatini et al, 2000 n=183 + (Massenzunahme nach Training)
Goracy, 2000 n=200 - (LVM)
Lindpainter et al, 1996 n=2439 - (LVM +LVH)

v




Montgomery et al, 1997 n=121 + (LVH)

Montgomery et al, 2002 n=1200 +  (Massenzunahme  nach
korperlicher Belastung)

Schunkert et al, 1994 n=1428 + (LVH)

Shlyakhto et al, 2001 n=156 - (LVH)

Wang et Staessen, 2000 Review

Zee et al, 2002 n=265 - (LVM)

5. KHK:

Alvarez et al, 1998 n=421 -

Cambien et al, 1992 n=1343 +

Deng et al, 2002 n=207 -

Fatini et al, 2000 n=414 +

Gardemann et al, 1998 n=2267 +(bei Patienten <61,7 Jahre)

Goracy, 2000 n=200 -

Ortega et al, 2002 n=619 -

Katsuya et al, 1995 n=828 -

Lindpainter et al, 1995 n=3590 -

Matsubara et al, 2002 n=2048 -

Winkelmann et al, 1996 n=301 -

6. Myokardinfarkt (Ml):

Arbustini et al, 1995 n=388 +

Bohn et al, 1993 n=234 +
(entgegen den anderen Studien ist
hier bei Vorliegen des D-Allels das
MI-Risiko vermindert!)

Cambien et al, 1992 n= 1343 +

Fatini et al, 2000 n=414 +

Gardemann et al, 1998 n=2267 + (bei Patienten >61,7 Jahre)

Katsuya et al, 1995 n=828 -




Keavney et al, 2000 n=10563 + (sehr schwach korreliert)

Lindpainter et al, 1995 n=3590 -

Niu et al, 2002 Review +

Oike et al, 1995 n=150 +

Petrovic et al, 2001 n=284 +

Rice et al, 1999 n=618 -

Winkelmann et al, 1996 n=301 -

7. Restenose nach PCI:

Bauters et al, 1999 Review -

Hertwig et al, 2002 n=511 - (bei wiederholter Restenose)

Ohishi et al, 1993 n=82 +

Volzke et al, 2000 n=511 -

Zee et al, 2001 n=779 -

8. Restenose nach PCI mit koronarem Stenting:

Amant et al, 1997 n=146 +

Bauters et al, 1999 Review +

Ferrari et al, 2002 n=154 -

Girlek et al, 2000 n=289 +

Jorgensen et al, 2001 n=369 -

Koch et al, 2000 n=1850 -

Ryu et al, 2002 n=238 +

9. Interaktion/synergistische Effekte des ACE-ID-, AT1 R AC- und AGT MT-
Polymorphismus:

9.1 KHK:

Alvarez et al, 1998 n=421 + (AT1 Ru. ACE)

Fatini et al, 2000 n=414 + (AT1 Ru. ACE)

Gardemann et al, 1998 n=2244 - (ACE + ATI R)

VI




9.2  Myokardinfarkt:

Gardemann et al, 1998 n=2244 -(ACE + ATI R)
Petrovic et al, 2001 n=284 + (ACE + AT1 R + AGT)
Steeds et al, 2001 n=1048 - (ACE + AT1 R)
Tiret et al, 1994 n=1326 +(ACE + AT1 R)

VII




Tab. 9: Studien zum A1166C-Polymorphismus des AT1-Rezeptor-Gens:

Veranderungen/Erkrankungen

und diesbeztigliche Studien

KollektivgroRe (n)

Assoziation
ja (+)/nein (-)

1. Genetische und biochemische Grundlagen:

AbdAlla et al, 2000

Amedeo et al, 2002 Tierexperiment

Furuta et al, 1992

Guo et al, 1994

Hein, 1998 Review

Konishi et al, 1994

Mauzy et al, 1992

Murphy et al, 1991

Murphy et al, 1992

Sasaki et al, 1991

Wang et Elijovich, 1999 Review

2. Hypertonie:

Bonnardeaux et al, 1994 n=504 +

Hindorff et al, 2002 n=2171 -

Illiadou et al, 2002 n=596 -

Wang et al, 1997 n=108 +

Wang et Staessen, 2000 Review

Zhong et Ha, 2002 n=212 +

2l Kardiale Hypertrophie:

Mettimano et al, 2002 n=200 +

Paradis et al, 2000 Tierexperiment +  (vorzeitiger Tod durch
Herzversagen)

Shlyakhto et al, 2001 n=156 -

Wang et Staessen, 2000 Review

VIII




4. Erhohtes KHK-Risiko:

Alvarez et al, 1998 n=421 -

Fatini et al, 2000 n=414 +

Gardemann et al, 1998 n=2244 -

Ortega et al, 2002 n=619 -

Wang et Staessen, 2000 Review

5. Akuter Myokardinfarkt / akzidentelles kardiovaskulares Ereignis:

Aoki et al, 2001 n=300 +

Fatini et al, 2000 n=414 +

Gardemann et al, 1998 n=2244 -

Hindorff et al, 2002 n=2171 -

Kee et al, 2000 n=1343 -

Ortega et al, 2002 n=619 -

Petrovic et al, 2001 n=284 -

Rice et al, 1999 n=618 -

Steeds et al, 2001 n=1048 -

Tiret et al, 1994 n=1336 -

Wang et Staessen, 2000 Review -

6. Restenose nach PCI:

Hertwig et al, 2002 n=511 -

Volzke et al, 2000 n=511 -

7. Interaktion/synergistischer Effekt von AT1 R AC-, ACE ID- und AGT MT-
Polymorphismus:

7.1 KHK

Alvarez et al, 1998 n=421 + (AT1 Ru. ACE)

Fatini et al, 2000 n=414 + (AT1 Ru. ACE)

Gardemann et al, 1998 n=2244 - (AT1 Ru. ACE)

IX




7.2  Myokardinfarkt

Petrovic et al, 2001 n=284 + (ACE)
- (AT1 R, AGT)
+ synerg. Effekte: ACE
u. AGT u. ATIR
Fatini et al, 2000 n=414 + (AT1 Ru. ACE)
Steeds et al, 2001 n=1048 - (AT1 Ru. ACE)
Tiret et al, 1994 n=1336 + (AT1 Ru. ACE)




