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Kurzreferat

Die Pravention der koronaren Herzkrankheit (KHK) ist von herausragender medizinischer, sozialer
und Okonomischer Bedeutung. Der KHK liegt eine multifaktorielle Genese zu Grunde.
Inflammatorische Prozesse haben einen wesentlichen Anteil an der Entwicklung
arteriosklerotischer Lésionen.

Anhand einer Fall-Kontroll-Studie mit 99 alters- und geschlechtsangeglichenen Paaren
koronarangiographierter européischer Kaukasier mitteldeutscher Herkunft mit und ohne koronare
Makroangiopathie erfolgte in der vorliegenden Arbeit sowohl eine Charakterisierung der
Vergleichsgruppen durch die Analyse der Verteilung etablierter Risikofaktoren der KHK, als auch
eine Suche nach potentiellen genetischen Risikoindikatoren der KHK in Form von
Polymorphismen der Gene der Tumornekrosefaktoren o und p (TNFa, TNFp). Die Patienten mit
koronarer Makroangiopathie (Fallgruppe) waren ferner durch eine friihe Erkrankung (vor
Vollendung des 56. Lebensjahres) und das Uberleben mindestens eines Myokardinfarktes
gekennzeichnet. Das Durchschnittsalter beider Kollektive lag bei 50 Jahren, der Anteil der Frauen
betrug etwa ein Drittel.

Bei ecinfaktorieller Betrachtung klassischer Risikofaktoren der KHK war Zigarettenkonsum
geschlechtsunabhingig signifikant mit einem pathologischen Koronarstatus assoziiert. Auch
einseitige, fettreiche Erndhrung -in Bezug zu gesundheitsbewusster Erndhrung- und korperliche
Inaktivitdt in der Freizeit waren ebenfalls zwei vom Lebensstil abhingige Risikofaktoren im
Gesamtkollektiv, die signifikant hdufiger in der Gruppe der Koronarpatienten vertreten waren.
Hypercholesterindmie und erhdhtes Lipoprotein(a) waren ebenso wie eine positive
Familienanamnese in Bezug auf einen Myokardinfarkt unter den mannlichen Patienten signifikant
mit der koronaren Makroangiopathie verbunden. Der Anteil der Diabetikerinnen in der Fallgruppe
war etwa doppelt so hoch wie unter koronargesunden Frauen (nicht signifikant). Nach Auswertung
eines mehrfaktoriellen Modells aus fiinf wichtigen Risikofaktoren der KHK mittels bindr
logistischer Regression erwies sich die Hypercholesterindmie als unabhidngig und signifikant
krankheitsassoziiert. Rauchen war unter Nichtdiabetikern und Diabetes mellitus unter
Nichtrauchern signifikant mit einem erhohten Risikoquotienten verbunden. Kein Nachweis einer
Risikoassoziation ergab sich fiir die Risikofaktoren erniedrigtes HDL-Cholesterin und arterielle
Hypertonie.

Fiir die drei untersuchten single nucleotide polymorphisms (SNPs; Zitation Z15026) zeigten sich
folgende Besonderheiten: Fiir den mdglicherweise funktionell bedeutsamen (c.-308G>A)-TNFa-
SNP der Promotorregion konnte ein Status als Risikoindikator der koronaren Makroangiopathie in
dieser Studie nicht mit Signifikanz belegt werden. Ein Verteilungsunterschied der seltenen A-
Homozygoten mit deutlichem Uberwiegen in der Fallgruppe konnte aber auf ein erhdhtes Risiko
der A-Homozygoten Mutationstridger hinweisen. Der im Signalpeptid gelegene C13R-TNFp-cSNP
(c.206T>C) war nicht mit dem Nachweis einer koronaren Makroangiopathie assoziiert. Der T60N-
TNFB-cSNP (c.348C>A) fiihrt zu einem Aminoséureaustausch in der Sequenz des reifen Proteins.
In einem A-rezessiven Modell war A-Homozygotie bei ein- und mehrfaktorieller Betrachtung
signifikant und unabhingig von wichtigen Risikofaktoren der KHK mit dem Nachweis einer
koronaren Makroangiopathie assoziiert.

Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung einer umfassenden und individuellen
Einschétzung des koronaren Risikos in der Pravention und Therapie der KHK. Mit dem Nachweis
einer Assoziation der A-Homozygotie des TOON-TNFB-cSNP mit der koronaren Makroangiopathie
wurde ein Beitrag zur Identifizierung von Kandidatengenen der KHK mit dem Ziel der
Verbesserung der Privention geleistet. Im Rahmen prospektiver Studien sollten diese Befunde
erhirtet werden. Der Hinweis auf das Vorliegen risikoassoziierter Haplotypen kdnnte zur
Optimierung zukiinftiger Studienanlagen und damit zu einem weiteren Fortschritt in der
Abschitzung des individuellen genetischen Risikos beitragen.
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1 Einleitung

1.1 Die KHK — Charakterisierung und Epidemiologie

Die koronare Herzerkrankheit (KHK) ist von herausragender medizinischer und gesellschaftlicher
Bedeutung: Sie ist die hidufigste Todesursache in den Industrienationen und wird vor dem
Hintergrund der demographischen Entwicklung nicht an Bedeutung verlieren. Wachsenden Anteil
gewinnt sie aber auch in den Entwicklungsldndern durch eine Anndherung an den westlichen
Lebensstil (Braunwald 1997). Trotz beeindruckender Erfolge in der Akutbehandlung, der Primér-
und Sekundirpriavention in den vergangenen Jahrzehnten, die sich in einer beachtlichen Senkung
der altersadjustierten Todesrate der KHK widerspiegeln, bleibt die weitere Verbesserung von
Diagnostik, Therapie und Prophylaxe eine wichtige Herausforderung.

Die KHK ist durch ein Missverhéltnis von myokardialem Sauerstoffbedarf und —angebot
gekennzeichnet. Diese Koronarinsuffizienz wird einerseits durch einen erhohten koronaren
Widerstand hervorgerufen, iiberwiegend verursacht durch eine koronare Makroangiopathie mit
Stenosierung der groBen epikardialen Koronarien und Minderung der Koronarreserve, die KHK im
engeren Sinne. Eine Mikroangiopathie, Koronarspasmen oder angeborene, stenosierende
Muskelbriicken konnen ebenfalls den koronaren Widerstand erhdhen. Andererseits konnen den
Sauerstoffbedarf steigernde oder das Sauerstoffangebot weiter senkende Faktoren hinzukommen,
wie z.B. arterielle Hypertonie, Myokardhypertrophie, tachykarde Herzrhythmusstorungen oder
Herzinsuffizienz. Auch extrakardiale EinflussgrofSen konnen einer Krankheitsmanifestation bei
Minderung der Koronarreserve Vorschub leisten, so z.B. ein erhohter Sauerstoffbedarf bei
Hyperthyreose oder Fieber, bzw. ein erniedrigtes Sauerstoffangebot bei Andmie oder
Lungenerkrankungen.

Die Entwicklung einer koronaren Makroangiopathie ist ein chronischer, multifaktorieller Prozess.
Aufgrund der koronaren Durchblutungsreserve fiir Belastungssituationen bleiben geringe
Stenosierungen der Gefdfle oft unbemerkt und fithren zu einer asymptomatischen oder latenten
KHK. Ab einer Querschnittsverminderung von etwa 50% (signifikante Stenose) ist mit regionalen
Perfusionsstorungen zu rechnen, ab einer kritischen Stenose von zirka 75% ist eine
belastungsabhingige (,,stabile”) Angina pectoris wahrscheinlich, wenn keine kompensatorisch
wirkenden Kollateralen ausgebildet wurden (Herold 2003). Andere Manifestationsformen der KHK
neben stabiler oder instabiler Angina pectoris sind der Myokardinfarkt (jeweils etwa 40% der
Erstmanifestationen) und ischdmisch bedingte Herzinsuffizienz oder Herzrhythmusstérungen. Etwa
20% der Erstmanifestationen sind Félle von plétzlichem Herztod.

Das MONICA-Projekt der WHO stellte weltweit ausgeprigte regionale Unterschiede in der
Haufigkeit todlicher und nicht-todlicher koronarer Ereignisse heraus. In Deutschland betrigt die

Inzidenz von Myokardinfarkten etwa 300 pro 100.000 Einwohner und Jahr, wobei die Inzidenz ab



dem mittleren Lebensalter stark ansteigt. Die Lebenszeitpravalenz in Deutschland wird mit ca. 30%
fiir Ménner und 15% fiir Frauen angegeben (Herold 2003). Nach Angaben der American Heart
Association (2000) folgt die Inzidenz der KHK bei Frauen um etwa zehn Jahre der Inzidenz bei
Mainnern nach, wobei die Erkrankungshdufigkeit unter postmenopausalen Frauen zwei- bis
dreifach erhoht ist gegeniiber prdmenopausalen Frauen gleichen Alters. Die KHK ist die hiufigste
Ursache vorzeitiger und dauerhafter Arbeitsunfahigkeit in den USA und eine hdufige Todesursache
im arbeitsfahigen Alter. Nach der Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes fiir 2001
sind die chronische ischdmische Herzkrankheit und der akute Myokardinfarkt mit insgesamt 11,2
bzw. 7,9% die haufigsten Todesursachen in Deutschland. Somit ist die Pravention der KHK von

herausragender medizinischer, sozialer und 6konomischer Bedeutung.

1.2 Multifaktorielle Genese und ,,klassische Risikofaktoren der KHK

Die KHK ist eine Erkrankung multifaktorieller Genese. Es gibt eine Vielzahl bekannter Faktoren,
die in unterschiedlichem Ausmal} genetisch determiniert sind oder durch Krankheit und Lebensstil
erworben werden. Sie sind mit einem erhohten Risiko fiir die Erkrankung verbunden und
beeinflussen Auspriagungsgrad und Prognose. Diese Risikofaktoren wurden seit der Framingham
Studie der 50er Jahre mit groBem FEinsatz und Erkenntnisgewinn erforscht (Kannel et al. 1961).
Interventionsstudien belegten den Nutzen der Beeinflussung wichtiger Faktoren in der Primér- und
Sekundérprévention. Vor der Beratung und Behandlung eines Patienten ist eine Risikoabschétzung
anhand der als besonders bedeutsam erkannten und verbreiteten Risikofaktoren wie Geschlecht,
Alter, Zigarettenkonsum, Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie heute
selbstverstiandlich und sogar durch Risikokalkulatoren standardisiert worden (Wood et al. 1998).
Durch die Einbeziehung mehrerer wesentlicher Faktoren wird einer (liber-)additiven Wirkung
verschiedener Risikofaktoren im Ansatz Rechnung getragen. Dennoch bleibt die Beriicksichtigung
von weiteren Faktoren, wie z.B. erhohtes Lp(a), Hyperhomocysteindmie, Hyperfibrinogenidmie,
psychosoziale Faktoren, Mangel an kdrperlicher Aktivitit, Ubergewicht oder von Hinweisen auf
eine familidre Vorbelastung im Einzelfall wichtig. Das Ziel dieser Risikostratifizierung ist die
Einleitung einer angemessenen Prdvention, insbesondere fiir Patienten mit einem ausgepragten
Risikoprofil oder bereits manifester Erkrankung.

Zu den wichtigsten beeinflussbaren Risikofaktoren zdhlen Ubergewicht, mangelnde korperliche
Aktivitdt, unangemessene Erndhrungsweise und Zigarettenkonsum, also Faktoren, die mit dem
jeweiligen Lebensstil und dem sozialen Umfeld in Zusammenhang stehen. Ferner sind Hypertonie,
Hypercholesterindmie und Diabetes mellitus wichtige Risikofaktoren, die z. T. durch eine
angemessene Lebensfiihrung und Medikation wirksam beeinflusst werden kénnen. Zu den nicht
beeinflussbaren Risikofaktoren zéhlen Alter, médnnliches Geschlecht und familiére Pradisposition.

Auch psychosoziale Risikofaktoren sind héufig schwer zu beeinflussen.



1.3 Genetik und koronares Risiko

Sieht man von den Extremen der rein genetisch oder rein umweltbedingten Krankheiten ab, so
bleibt ein breites Spektrum multifaktorieller Erkrankungen, deren phinotypische Auspriagung das
Resultat der Interaktion interindividuell unterschiedlich ausgepriagter Erb- und Umwelteinfliisse
darstellt. Von Bedeutung kann dabei auch der dynamische Aspekt sein, der durch Zeitpunkt, Dauer
oder Intensitit der Einwirkung einer Einflussgrof3e gestaltet wird. Die Umwelteinfliisse sind haufig
vielfaltig. Auch der genetischen Pradisposition liegt oft das Zusammenwirken mehrerer Gene
(Polygenie) zugrunde. Bei polygen mitbedingten Erkrankungen hat eine einzelne Mutation haufig
keine ausschlaggebende Bedeutung. Stattdessen liegt oft eine Abhédngigkeit von der Anzahl der
betroffenen Gene vor (nach Murken und Cleve 1996).

Die medizinischen Moglichkeiten in der Pravention und Therapie multifaktorieller Erkrankungen,
wie z.B. der essentiellen arteriellen Hypertonie, des Typ 2-Diabetes oder auch der KHK, sind oft
im gezielten Einwirken auf bekannte, das Fortschreiten der Krankheitsentwicklung beeinflussender
Umweltfaktoren zu sehen. Eine effektive Vorbeugung der Entwicklung einer fortgeschrittenen
koronaren Makroangiopathie wird durch die meist lange Latenz der klinischen Manifestation
erschwert. Die Moglichkeit einer die genetischen Risiken beriicksichtigenden Primérpravention ist
daher insbesondere in pradisponierten Familien gegeben und sinnvoll. In der Praxis ist die Frage
nach familidrer Vorbelastung beziiglich kardiovaskuldrer Vorerkrankungen fiir eine Einschétzung
der individuellen Risikokonstellation wichtig. Je detaillierter aber die Kenntnisse iiber das
genetische Risiko sind, umso frither und gezielter sind auch ausgleichende MaBinahmen durch
praventive Beeinflussung duBerer Einflussgroffen moglich. Die Identifikation krankheitsassoziierter
genetischer Varianten ist aber auch deshalb erstrebenswert, weil sie neue Einsichten in die
beteiligten Mechanismen der Pathogenese er6ffnen und damit alternativen Therapieansidtzen den
Weg bereiten konnte.

Auf der Suche nach Kandidatengenen, den Markern eines genetischen Risikos fiir multifaktorielle
Erkrankungen, stehen Genprodukte mit Bezug zur jeweiligen Pathogenese im Vordergrund. So
konnte bei Erkrankungen mit einem immunologischen Hintergrund, wie z.B. dem Typl-Diabetes
oder der Spondylitis ankylosans, hiufig eine Assoziation mit indikativen HLA-Allelen festgestellt
werden. In Bezug auf kardiovaskuldre Erkrankungen wurden in verschiedenen Studien mdogliche
genetische Risikoindikatoren untersucht (zusammengefasst bei Daley und Cargill 2001), die z.B.
im Zusammenhang mit dem Fettstoffwechsel, der Gerinnung oder der Blutdruckregulation stehen.
In der vorliegenden Arbeit wurden single nucleotide polymorphisms (SNPs) inflammatorisch
relevanter Zytokine und ihr moglicher Status als Risikoindikatoren der koronaren

Makroangiopathie untersucht.



1.4 Die Pathogenese der koronaren Makroangiopathie — Progression und Exazerbation durch

inflammatorische Prozesse

Die Ausbildung atherosklerotischer Lésionen kann als eine mehrstufige, auf einer chronischen
Entziindung der GefaBwand beruhende Entwicklung beschrieben werden, die lange Zeit vor der
klinischen Manifestation initiiert wird und im weiteren Verlauf zu chronisch belastungsabhingigen
Beschwerden fiihren oder zu akut lebensbedrohlichen Zustédnden exazerbieren kann.

Den initialen Schritt stellt wahrscheinlich eine Storung der antiatherogenen Funktionen des
Endothels dar. Als Ausloser werden verschiedene Faktoren wie Dyslipiddmie und modifiziertes
LDL, Hyperglykdmie und nichtenzymatisch glycierte Verbindungen (sog. AGEs, advanced
glycation end products), freie Radikale (z.B. durch Zigarettenkonsum), nicht-laminare Strémungen
an Pradilektionsstellen, arterielle Hypertonie, Hyperhomocysteindmie, auch infektiose
Mikroorganismen und weitere, mit verschiedenen Risikofaktoren assoziierte Einfliisse genannt.
Dabei unterstreicht die Lipidinfiltrationstheorie die Bedeutung einer erhdhten, die
Endothelmembran initial modifizierenden LDL-Konzentration, wéahrend die Theorie der
Verletzungsreaktion (response-to-injury) den Initialschritt einer chemischen, immunologischen,
mechanischen oder anderen Form der Verletzung des Endothels zuschreibt (Weisswange 1996).
Die endotheliale Dysfunktion fiihrt zu einer kompensatorischen Entziindungsreaktion mit
gesteigerter Adhisivitit und Permeabilitdit. Es werden vasoaktive Substanzen, Zytokine und
Wachstumsfaktoren produziert sowie prokoagulatorische Faktoren ausgebildet. Durch Expression
von Adhédsionsmolekiilen und chemotaktischen Zytokinen kommt es zur Transmigration von
Monozyten und T-Lymphozyten aus der Blutbahn in die Intima und zu deren Aktivierung. Die
aktivierten Monozyten reichern modifiziertes LDL {iber den Scavenger-Rezeptor an und wandeln
sich zu Schaumzellen um. Die Anreicherung der Schaumzellen in der Intima kennzeichnet das
Frithstadium atherosklerotischer Léasionen (fatty streaks). Die Anwesenheit von T-Lymphozyten
und von Makrophagen, die zur Antigenprasentation befahigt sind, deutet auf eine Beteiligung der
zelluldren Immunitét hin.

Die nichste Stufe stellt die Bildung eines intermedidren oder stabilen Plaques dar, der bei
anhaltender Entziindung durch die Aktivierung und Proliferation von glatten Muskelzellen der
Gefalwand und deren Migration in die Intima ausgebildet wird. Wesentlich fiir die Stimulation der
glatten Muskelzellen sind monozytire Zytokine (wie z.B. TNFa, Jovinge et al. 1997) und
Wachstumsfaktoren.

Zuletzt bildet sich, begleitet von weiterer Zellakkumulation, Zelluntergang, Fibrose und
enzymatischem Gewebsumbau, eine fortgeschrittene bzw. komplexe Lédsion aus. Sie ist
gekennzeichnet durch einen weichen, halbfliissigen Lipidkern aus nekrotischem,
prothrombotischem, relativ zell- und gefiBarmem Material und einer dariiber liegenden diinnen,

rupturgefdhrdeten, bindegewebigen Kappe. Es konnen Verkalkungen und raumgreifende
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Hamorrhagien auftreten. Verschiedene matrixabbauende Enzyme, wie die durch aktivierte
Makrophagen und glatte Muskelzellen der Lésion gebildeten Matrix-Metalloproteinasen,
verursachen eine zusitzliche Destabilisierung (Lee und Libby, 1997). Ferner konnte eine intakte
Zell-Matrix-Interaktion eine proliferationsmodulierende Wirkung besitzen. Mit Zunahme der
Wandverdickung und —protrusion verliert eine kompensatorische Wanddilatation an Wirksamkeit,
und das Risiko akuter Koronarsyndrome steigt (zusammengefasst bei Ross 1999).

Fir die Entstehung akuter Koronarsyndrome, insbesondere des Myokardinfarktes, scheint die
Ruptur eines instabilen Plaques mit lokaler Thrombusbildung von wesentlicher Bedeutung zu sein.
Auf der Suche nach neuen Priventionsmoglichkeiten stehen damit jene Faktoren im Zentrum des
Interesses, die die Beschaffenheit eines Plaques stabilisieren oder destabilisieren konnen. So
konnten Erkenntnisse iiber die Regulation der Synthese, der Organisation und des Abbaus von
Komponenten der extrazelluliren Matrix, iiber die Beeinflussung der Zusammensetzung und
Stabilitit des Lipidkerns, liber die Steuerung des Zelluntergangs und Zellmusters in der Lasion und
iiber die Modulierung lokaler und iiber die Bedeutung systemischer Entziindung neue Ansitze
schaffen (dargelegt bei Lee und Libby 1997). Entziindungsmarker wie das CRP stehen heute als
moglicherweise aussagekriftige, ergidnzende Indikatoren des Risikos von Patienten mit akuten

Koronarsyndromen in der Diskussion (Ubersicht bei Blake und Ridker 2003).

1.5 Zytokine — Eine Ubersicht

Zytokine sind multifunktionelle, hormondhnliche Peptide, Proteine oder Glykoproteine, die der
Signaliibermittlung zwischen Zellen im Verlauf immunologischer Prozesse dienen. Zu ihnen
zdhlen neben den Tumornekrosefaktoren auch die Interferone, die Interleukine (bei Sekretion durch
T-Zellen auch als Lymphokine bezeichnet), die koloniestimulierenden Faktoren, sowie der
transformierende Wachstumsfaktor beta (TGFp).

Kommunikation erfolgt in vivo durch ein komplexes Netzwerk aus Zytokinen und Signalen, die
durch direkten Zell-Zell-Kontakt entstehen. Unter Zytokinen wurden sowohl agonistische, als auch
antagonistische Effekte beschrieben. Die Bildung von Zytokininhibitoren wie auch autokrine
Riickkopplungsmechanismen stellen weitere Mdglichkeiten der Modulation von Zytokineffekten
dar. Durch diese Komplexitit wird die experimentelle Erforschung der spezifischen

Zytokinfunktionen und ihrer physiologischen Rollen erheblich erschwert (nach Roitt et al. 1995).
1.6 TNFa und TNF — Zwei wichtige Liganden einer grolen Familie
Die Mitglieder der Tumornekrosefaktor-Superfamilie nehmen iiber die Aktivierung verschiedener

Signaltransduktionswege Einfluss auf das Uberleben und die Differenzierung von Zellen. Sie

stellen eine Gruppe von membrangebundenen oder freien Liganden dar, der eine korrespondierende



Familie aus spezifischen Zelloberflachenrezeptoren (TNFR) gegeniibersteht. Typische Sequenz-
und Strukturhomologien in den Ektodoménen kennzeichnen die Familienzugehorigkeit: Eine
cysteinreiche Doméne bildet das charakteristische Element der Rezeptoren; die Liganden der TNF-
Superfamilie stellen Typ-II-Transmembranproteine mit einer gemeinsamen extrazelluldren (C-
terminalen) Doméne (7TNF homology domain) dar. Aktuell sind mehr als 40 verschiedene
Liganden-Rezeptoren-Paare dieser TNF-Superfamilie bekannt, und offenbar hat jedes dieser
Systeme unterschiedliche Funktionen (Ware et al. 2003).

Uber die Merkmale der Liganden TNFa (friiher Cachectin) und TNFB (auch als Lymphotoxin
alpha bezeichnet, LTa) wurde intensiv geforscht und komplexe Einflussnahmen auf die Induktion
von Zelltod, die Entwicklung von lymphatischen Geweben und die Lenkung inflammatorischer und
immunologischer Prozesse hervorgehoben. Eine Dysregulation dieser Zytokine wurde in Hinblick
auf die Pathogenese und den Verlauf vieler Erkrankungen untersucht. Inzwischen haben sich
Inhibitoren des TNF unter spezifischen Indikationen (z.B. Morbus Crohn, Rheumatoide Arthritis)
in der klinischen Anwendung etabliert, wobei weitere Anwendungsmdglichkeiten (z.B. im Bereich
entziindlicher Hauterkrankungen) hoffnungsvoll getestet werden.

TNFo und TNFB haben viele Gemeinsamkeiten, gleichwohl gilt es, auch charakteristische
Unterschiede aufzuzeigen: Zusammen mit dem LTB-Gen befinden sich ihre (Single-Copy-) Gene
im Abstand von nur etwa 2kb auf Chromosom 6p21.3 in Nachbarschaft zu den MHC-I- und MHC-
III- Regionen. Jedes Gen hat eine Linge von zirka 3kb und schlief3t drei Introns ein (s. Abb. 3 in
Abs. 1.8). Sie zeigen eine etwa 30%ige Homologie der Aminosiure(AS)-Sequenzen, wobei in dem
kodierenden Abschnitt des vierten Exons beider Zytokine, welches fiir 80% des TNFf- und 89%
des TNFa-Proteins codiert, auf Ebene der Nukleotide eine Homologie von 56% vorliegt. Dies
macht es wahrscheinlich, dass das jeweilige Exon 4 einer gemeinsamen Ursprungssequenz
entstammt, und dass diese Verwandtschaft die Grundlage gemeinsamer Eigenschaften beider
Zytokine darstellt (Nedwin et al. 1985).

Das TNFB-Gen kodiert fiir 205 AS. Exon 1 und Intron 1 liegen im Bereich der 5’UTR. Exon 4
endet mit einer 3‘UTR. Das TNFa-Gen kodiert fiir 233 AS. Den Rahmen bilden eine 5‘UTR in
Exon 1 und eine 3°UTR in Exon 4. Im Vergleich mit dem TNFB-Gen liegt nur das Intron 3 an einer
homologen Position. Es konnte neben den oben genannten Sequenzhomologien in Exon 4 lediglich
noch in der 3°UTR eine erhohte Homologie von 43% festgestellt werden. Kurze Abschnitte mit
exakten Nukleotidhomologien liegen jedoch noch in den mdglichen Promotorregionen am 5°-Ende.
Sie konnten als Hinweis auf Gemeinsamkeiten in der Induktion der Gene aufgefasst werden. Auch
die nachbarschaftliche Lage der Gene zu den MHC-Genen liel schon friih eine koordinierte
Steuerung dieser immunologisch bedeutsamen Genprodukte vermuten. Unterschiede der beiden
Signalsequenzen konnen in Zusammenhang mit den unterschiedlichen Sekretionsmechanismen
gebracht werden: Dabei weist die lange Signalsequenz des TNFo hydrophobe und hydrophile

Abschnitte auf, die der transmembrandsen Verankerung der von Kriegler et al. 1988 beschriebenen
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prasekretorischen Form des TNFo zugeordnet werden. Die Signalsequenz des TNF[ ist kiirzer,
sehr hydrophob und zeigt aminoterminal geladene AS (Nedwin et al. 1985). Das reife TNFp ist ein
Glykoprotein aus 171 AS mit einem (monomeren) Molekulargewicht von etwa 20kDa (Aggarwal
et al 1984); das reife TNFa-Protein zdhlt 157 AS, die sezernierte Form hat ein Molekulargewicht
von ungefahr 17kDa (Aggarwal et al. 1985%) und geht aus einer membranstindigen Form von
26kDa hervor (Kriegler et al. 1988).

TNFa wird liberwiegend von aktivierten Makrophagen, jedoch auch von einer Vielzahl anderer
Zellen (u.a. Mono-, Lympho-, neutrophilen Granulozyten, VSMC) gebildet und als homotrimeres
Typ-II Transmembranprotein an der Zelloberflache priasentiert. Durch proteolytische Aktivitdt des
TNF-konvertierenden Enzyms (TACE) und moglicherweise weiterer Metalloproteinasen (Black et

al. 1997) werden losliche, homotrimere Liganden freigesetzt (s.Abb.1).

| LIGHT || LTo2B1 ” LTalB2 | (LTa3) TNFa

ch—e—%

v

EFFEKTOR-
ZELLE

ZIEL-
ZELLE
J Schnittstelle ‘
]

?

+ <+ v
| HVEM | | LTBR | | TNFR2 | TNFRI @ TRAF-Bindungsstelle
‘ ‘ cath-Domain-
\ / ' gind:‘mgsslelle
| Intrazelluldre Signaltransduktion
Abb. 1: Liganden und Rezeptoren des TNF-Systems (modifiziert nach Wallach et al. 1999,

die Abkiirzungen sind im Text bzw. Verzeichnis erldutert)

Das homotrimere TNFP hingegen wird vor allem von aktivierten T-Lymphozyten (Paul und
Ruddle 1988), also einem kleineren Zellspektrum als TNFa, primir sezerniert. Wenige nicht
lymphozytéare Quellen wurden identifiziert (Melani et al. 1993, Lieberman et al. 1989, Selmaj et al.
1991).

Ferner bildet das TNFB (LTa)-Monomer mit dem membranstdndigen LT an der Oberflache
aktivierter lymphozytirer Zellen Heterotrimere (Browning et al. 1995). LTalp2 stellt den
biologisch aktiven, hoch affinen Lymphotoxin-beta-Rezeptor-Liganden dar (Williams-Abbott et al.
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1997). Das seltenere LTa2p1-Heterotrimer gilt wie TNFo und TNFf als Ligand der TNF-
Rezeptoren (s. u.), ist aber wahrscheinlich nicht zu einer der Transduktion forderlichen
Rezeptoraggregation fahig und somit eher ein den TNFR-Signalweg hemmender Ligand (Hochman
et al. 1995, Williams-Abbott et al. 1997).

Wie in Abb.1 veranschaulicht, bindet TNFa an zwei Rezeptoren: TNFR1 (auch als pS5TNFR,
TNFR60 oder CD120a bezeichnet) und TNFR2 (auch als p75STNFR, TNFR80 oder CD120b
bezeichnet). Unterschiedliche zytoplasmatische Bereiche sind ein Hinweis auf unterschiedliche
nachfolgende Signaltransduktionswege (u.a. Tartaglia und Goeddel 1992). Das primir sezernierte
Homotrimer TNFp bindet ebenfalls mit hoher Affinitdt an die TNF-Rezeptoren. Beide Liganden
stehen somit in Konkurrenz um diese Bindungsstellen (Aggarwal et al. 1985° Stauber und
Aggarwal 1989, Brockhaus et al. 1990), wobei Schuchmann und Mitarbeiter (1995) funktionelle
Unterschiede beider Homotrimere in vitro beschrieben.

Zusitzlich zur Bindung an die TNFR ist TNFf ein Ligand des T-lymphozytiren HVEM (Mauri et
al. 1998) und als Bestandteil des LTo1p2-Heterotrimers ein Ligand des LTBR (Crowe et al. 1994,
s. Abb. 1). TNFR1, TNFR2 und LTBR werden unterschiedlich reguliert und auf den meisten
kernhaltigen Zellen in variierendem Verhiltnis exprimiert. Durch Rezeptorinternalisierung oder
Abspaltung und Freisetzung des TNF-affinen extrazelluldren Anteils von TNF-Rezeptoren der
Zelloberflache konnten die Zytokinwirkungen weiter moduliert werden (Porteu und Hieblot 1994).
Fiir die Rezeptoren der TNFR-Superfamilie wurden mehrere Wege der Signalweitergabe
beschrieben, die zytoplasmatische Bindung von TNFR-assoziierten Adapterproteinen (TRAFs) und
Adapterproteinen des Zelltods (death domains) voraussetzen (zusammengefasst bei Locksley et al.
2001).

Allgemein wird dem TNFR-System besondere Bedeutung fiir die Initiation akuter
Entziindungsreaktionen zugeschrieben, wohingegen ein spezieller Einfluss des LTalB2/LTPR-
Komplexes auf die Entwicklung und Funktionsfdhigkeit des peripheren lymphatischen Gewebes
und chronischer Entziindungsprozesse diskutiert wird (thematisiert u.a. in: Ware et al. 1995,
Millet/Ruddle 1997, Mackay et al. 1996, Dejardin et al. 2002).

Fiir den jeweiligen Effekt von TNFa oder TNFp auf die Zielzelle ist wahrscheinlich neben der
transkriptionellen und posttranskriptionellen Steuerung der Ligandenaktivitit, neben der
Signaliibermittlung durch direkte Zell-Zell-Interaktion oder Bildung l6slicher Liganden, auch eine
differenzierte Regulation der verschiedenen Rezeptoren verantwortlich.

Die funktionelle Unterscheidung der komplexen Signaltransduktionswege dieser Zytokinfamilie
mit den sich darstellenden Verschrankungen und Unterschieden auf Liganden-, Rezeptoren- und
Postrezeptorenebene ist in weiten Teilen noch Gegenstand der Forschung. Im Folgenden fokussiert
sich die vorliegende Arbeit auf eine Betrachtung von Ergebnissen, die in Zusammenhang mit der

Atherogenese gebracht werden konnen.



1.7 TNFo und TNF in der Atherogenese

An der Pathogenese der Arteriosklerose haben Entziindungszellen und ihre Botenstoffe
wesentlichen Anteil (s. Abs. 1.4). TNFa und das seltener in diesem Zusammenhang genannte
TNFp nehmen eine Schliisselstellung unter den proinflammatorischen Zytokinen ein. Aus dieser
Zusammenschau ldsst sich eine mogliche Bedeutung dieser Zytokine fiir die Atherogenese ableiten.
Untersuchungen mit direktem Bezug zu den TNF lassen an ihrer Bedeutung fiir den Prozess der
Atherogenese wenig Zweifel. Dennoch ist bei der Beurteilung der Ergebnisse stets das komplexe
inflammatorische Milieu mit einem verschrankenden horizontalen und vertikalen Gefiige mehrer
Faktoren zu beriicksichtigen:

Zunéchst produzieren wesentliche Zellen der atherosklerotischen Lasion Tumornekrosefaktoren (s.
Abb. 2). Barath und Mitarbeiter (1990) identifizierten erstmals TNFa in Endothelzellen, VSMC
und Makrophagen atherosklerotischer Lisionen, wiahrend dieser immunhistochemische Nachweis
in histologisch unauffélligen Praparaten nicht gelang. Spater wurden TNFa speichernde Mastzellen
in der subendothelialen Schicht fortgeschrittener koronarer Plaques nachgewiesen, und dies als
weiterer Hinweis auf eine zunehmende entziindliche Aktivitit in der Plaqueentwicklung und -
ruptur diskutiert (Kaartinen et al. 1996). T-Lymphozyten schlieBlich gelten als Hauptquelle des
TNFB (Paul und Ruddle 1988). Vaddi et al. (1994) hingegen beschrieben eine in vitro gesteigerte
TNFa- und INFy-Sekretion durch Leukozyten von Patienten mit stabiler oder instabiler Angina
pectoris im Vergleich zu asymptomatischen Kontrollprobanden der gleichen Altersgruppe und des
gleichen Geschlechts.

TNFa und TNFp vermitteln die Induktion der endothelialen Expression von Adhésionsmolekiilen,
HLA-A- und HLA-B-Antigenen, weiterer Zytokine und thrombogenem Gewebefaktor (Pober et al.
1986 und 1987, Paleolog et al 1994, Neumann et al. 1996, Cuff et al. 1998) und unterstiitzen damit
die Adhéasion, Einwanderung und Aktivierung von Mono- und Lymphozyten.

Auch auf die in der arteriosklerotischen Lédsion beeintrachtigte endotheliale Steuerung des
GefaBtonus durch Stickstoffmonoxid (NO)-Sekretion kdnnten die Tumornekrosefaktoren Einfluss
nehmen: So sind sie beteiligt an der durch Monozytenadhdsion und Zytokine vermittelten
Minderung der Expression der endothelialen konstitutiven NO-Synthase (ecNOS) (Yoshizumi et al.
1993, Marcin et al. 1996). Fiir TNFa wurde ferner eine Minderung der Expression der NOS vom
endothelialen Typ in neutrophilen Granulozyten beschrieben (de Frutos et al. 2001).

Zu den zytosolisch-nukledren Signaltransduktionswegen, die von den TNF-Rezeptoren ausgehen,
zahlt neben proapoptotischen Kaskaden die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (wie z.B. c-
fos, Egr-1 und Ets-1), die an der Regulierung von Wachstum, Differenzierung und Migration von
Makrophagen und VSMC der geschédigten GefiaBwand beteiligt sein konnten (Goetze et al. 2001),
oder NF-xB, der eine zentrale Bedeutung in der Regulierung proinflammatorischer Gene besitzt.

Sie steuern die Expression von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Adhisionsmolekiilen, ferner



von matrixabbauenden Proteasen, der iNOS, des PAI, der MHC-I und MHC-II und anderer auch
im Zusammenhang mit der Atherogenese stehenden Faktoren (zusammengefasst bei de Martin et
al. 2000). Eine Storung einer pro- und antiinflammatorischen Balance u.a. durch Beeinflussung der
NF-kB-Aktivitidt unter pathologischen Bedingungen konnte die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen begilinstigen (Wrighton et al. 1996; Kanters et al. 2003).

TNFa v.a. aus

- Endothelzellen TNEP aus Zytokinquellen in der
- VSMC - Lymphozyten alterierten GeféaBwand
- Makrophagen

- Mastzellen

v

- Zelladhasion, -invasion, - proliferation
und —aktivierung

- Apoptose Von TNFa/TNFB

- Zell- Matrix- Interaktionen beeinflusste Prozesse

- Lokaler Lipidmetabolismus

- Regulation des Gefélitonus

- Gerinnung

v

- Storung der pro-/antiinflammatorischen
Homdostase ? Mogliche Folgen fiir

- Beschleunigung der Atherogenese ? die Atherogenese

- Destabilisierung von Plaques ?

Abb. 2: Tumornekrosefaktoren in der alterierten GefaBwand: ihre Quellen und méglichen
Auswirkungen im Zusammenhang mit der Atherogenese (nach Angaben der in
Abs. 1.7 referierten Literatur).

Ein verminderter laminarer Blutfluss pradestiniert fiir die Entstehung neointimaler Hyperplasien
(NIH) z.B. an Bifurkationen. Rectenwald und Mitarbeiter (2000) demonstrierten anhand eines
Mausmodells, dass TNFa und IL-1 in der Wand einer ligierten Halsschlagader vermehrt exprimiert
werden, und dass eine fehlende Bildung von TNFa in Knock-out-Miusen im Vergleich zu
Wildtypméausen zu einer signifikant geringeren NIH als Antwort auf geminderten Laminarstrom
fiihrt. Ebenfalls an einem Mausmodell zeigten Zimmerman et al. (2002), dass die NIH nach
Schiadigung der Carotis communis mit einer Steigerung der TNFo- und NF-xB-Expression
einhergeht, und dass die NF-kB- und MCP-1-Expression, sowie die NIH in TNFa-Knock-out-
Maiusen im Vergleich zu Wildtypméausen verringert ist. Beide Arbeiten legen einen Einfluss von
TNFa auf die proliferative Antwort einer mechanisch beeinflussten Intima nahe.

TNFR-Aktivierung fordert die Proliferation und Migration von VSMC, die ein weiteres Element
der Plaqueentwicklung darstellen. Jovinge et. al (1997) beschrieben, dass TNFa die VSMC-

10



Migration sowohl {iber eine Anpassung der Zytoskelettstruktur, als auch eine Verdnderung der
Matrix unterstiitzen kann. Auch gibt es Hinweise fiir die Erfordernis einer NF-kB-Aktivitét fiir die
Proliferation von Muskelzellen der GefiBwand (Bellas et al.1995) und einer Kontrolle der
Apoptose dieser Zellen unter dem Einfluss von NF-kB (Erl et al. 1999). Wahrend in medialen
VSMC der gesunden GefiBBwand die NF-kB-Proteine p65 und p50 lediglich zytosolisch
nachweisbar sind, zeigen VSMC aus atherosklerotischen Plaques eine nukledre Anreicherung.
Diese Erkenntnisse, im Zusammenhang mit der Charakterisierung der Aktivierung dieser Faktoren
durch proinflammatorische Stimuli wie TNFa oder IL-1f in VSMC betrachtet, unterstiitzten die
Theorie, dass in VSMC ein proinflammatorisches Umfeld die Expression proatherogener
Eigenschaften NF-kB-vermittelt fordern kann (Bourcier et al. 1997).

Landry und Mitarbeiter (1997) zeigten an Ratten, dass nach einer Gefdllschidigung durch
Ballonangioplastie eine gesteigerte Induktion von NF-«kB wéhrend der Proliferation von glatten
Muskelzellen und Ausbildung einer Neointima beobachtet werden konnte. Es folgte eine
Expression des VCAM-1 und MCP-1 innerhalb von vier Stunden und eine Infiltration der
luminalen Lasion mit Makrophagen. Auch in TNFa-stimulierten VSMC steigt die NF-kB-
Aktivitét, und eine Proliferation dieser Zellen wird induziert. Diese wiederum kann mit liposomaler
Einfiihrung von IkBa gemindert werden (Selzmann et al. 1999).

In der Diskussion um die Gegensitzlichkeit einer von TNFa -im Zusammenwirken mit INFy-
induzierten Apoptose von VSMC einerseits (z.B. Geng et al. 1996) und der beschriebenen, durch
TNFa stimulierbaren Proliferation der gleichen Zellen andererseits, fiihrten Selzmann et al. (1999)
die von verschiedenen Ergebnissen gestiitzte Hypothese an, dass TNFa in frithen Stadien der
Gefidflasion die VSMC-Proliferation und Plaquebildung fordert, wihrend es im Milieu des
ausgereiften Plaques die Apoptose von VSMC herbeifithrt und damit auch zur
Plaquedestabilisierung beitrdgt. Letztere Annahme steht im Einklang mit den Ergebnissen der
Arbeit von Anwar und Mitarbeitern (2002), die in Versuchen an murinen VSMC in vitro eine durch
TNFa herbeigefiihrte Verringerung der IGF-1-Aktivitdt postulierten. IGF-1 ist fiir das Wachstum
und Uberleben von VSMC von Bedeutung. Ferner erwies sich TNFa nur in Kombination mit IFNy
oder INFy und Fas-Ligand, nicht aber allein, als Induktor von VSMC-Apoptosen. Da IGF-1 die
induzierte Apoptosehédufigkeit deutlich senkte, konnte der Einfluss von TNFa auf die IGF-1-
Aktivitdt zu einem proapoptotischen Effekt auf VSMC und damit zur Plaquedestabilisierung
beitragen. Obara und Mitarbeiter (2000) wiederum beobachteten, dass TNFa induzierte VSMC-
Apoptosen in vitro erst durch eine gleichzeitige spezifische Hemmung von NF-«kB ausldsbar waren.
Die scheinbar gegensitzlichen Aussagen zur Beziehung von TNFa und dem Wachstum und Tod
der VSMC verweisen somit auf das variable entziindliche Umfeld mit wahrscheinlich komplexen
interagierenden Wirkungen einzelner Faktoren in vivo.

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) stellen eine Familie von Enzymen dar, die die Fahigkeit zum

Abbau der extrazelluliren Matrix besitzen. Seit dem Nachweis der Bildung von Stromelysin,
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Kollagenase und 92kDa-Gelatinase in Schaumzellen atherosklerotischer Lésionen (Galis et al.
1995) wird iiber die Rolle dieser Enzyme bei dem Umbau, der Progression und schlieSlich der
Destabilisierung von Plaques diskutiert. Membran-Typ-1-MMP (MT1-MMP), ein Gelatinase A-
aktivierendes Transmembranprotein, wurde in komplexen Lésionen an Makrophagen und VSMC
nachgewiesen (Rajavashisth et al. 1999%). Thre Expression in vitro ist durch TNFa stimulierbar,
sowohl auf Makrophagen und VSMC (Rajavashisth et al. 1999%), als auch auf Endothelzellen
(Rajavashisth et al. 1999°). Als weitere die MT1-MMP-Expression steigernde Faktoren wurden IL-
1 und ox-LDL identifiziert.

Auch Einflussnahmen der TNF auf den Lipidmetabolismus wurden mit zum Teil gegensitzlichen
Ergebnissen diskutiert. Beispielsweise wurde durch in-vitro-Analysen an VSMC der
Kaninchenaorta TNFa eine die Scavenger-Rezeptor-Expression und den Abbau von modifizierten
LDL-Partikeln steigernde Wirkung zugeschrieben (Li et al. 1995). Diese Rezeptorinduktion kdnnte
somit an der Aktivierung und Umwandlung intimaler VSMC zu Schaumzellen in entstehenden
Liasionen beteiligt sein. Andererseits wurde dargelegt, das TNFa die Aktivitit des Scavenger-
Rezeptors humaner Makrophagen in vitro mindern kann (van Lenten et al. 1992; Hsu et al. 1996).
Diesem Resultat entspricht die Beobachtung, dass unter atherogener Diét frithe arteriosklerotische
Lasionen (fatty streaks) des Aortensinus in TNFR1 defizienten C57BL/6-Mausen im Vergleich zu
Wildtyp-C57BL/6-Méausen groBer sind, wenn auch eine geringere Zelldichte beobachtet wurde
(Schreyer et al. 1996). Somit kann man in Hinblick auf den Lipidmetabolismus der GefiBwand und
die frithe Plaqueentwicklung auch einen antiatherogenen Effekt des TNFR1 diskutieren.

Andere Autoren brachten TNFo mit klassischen Risikofaktoren der KHK in Verbindung.
Beispielsweise ermittelten Mizia-Stec et al. (2003) unter Koronarpatienten eine negative
Korrelation der HDL-Cholesterol-Spiegel und eine positive Korrelation der Triglyzerid-Spiegel mit
der TNFa-Serumkonzentration. Hotamisligil et al. (1994) identifizierten TNFa als Vermittler der
Adipositas assoziierten Insulinresistenz des Fettgewebes und der Muskulatur.

Es ist im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich, alle Arbeiten anzufiihren, die die Rolle der Zytokine
im Allgemeinen und der TNF im Speziellen in Hinsicht auf die Pathogenese der KHK beleuchten.
Das Wirkungsgefiige der Entziindungsmediatoren in vivo ist komplex und schwer durch in-vitro-
Versuche abzubilden. Teilweise gegensitzliche Erkenntnisse in diesem Zusammenhang erschweren
klare Feststellungen. Ferner beziehen sich viele der zitierten Arbeiten auf TNFo, wihrend das
lymphozytire TNFB hiufig unberiicksichtigt bleibt. Eine Ubertragung solcher Erkenntnisse auf
TNFp ist trotz der genannten Gemeinsamkeiten (s. Abs. 1.6) nicht pauschal mdglich. Dennoch
legen die hier dargestellten Ergebnisse einen wesentlichen Einfluss der TNF auf allen Stufen der

Entstehung und Progression arteriosklerotischer Lasionen und bei der Ausbildung einer KHK nahe.
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1.8 Ausgewdhlte Polymorphismen des TNFa und TNFf

In den die Tumornekrosefaktoren betreffenden Sequenzen wurden zahlreiche SNPs beschrieben.
Darunter befinden sich Genomvariationen, die durch ihre Lokalisation z.B. in
transkriptionssteuernden Abschnitten das Genprodukt quantitativ beeinflussen konnten. Andere
SNPs gehen mit dem Austausch einer AS einher und vermdgen daher moglicherweise die
Prozessierung, Sekretion, Wirkung oder Elimination des Zytokins zu verdndern (cSNPs).

In vorliegender Arbeit wurden ein SNP der Promotorregion des TNFa (¢.-308G>A) und zwei mit
einem AS-Austausch verbundene ¢cSNPs des TNFB (C13R [c.206T>C] und T60N [c.348C>A];
715026) in Hinsicht auf ihre mogliche Bedeutung als koronare Risikoindikatoren analysiert. Eine

Ubersicht iiber die Genstruktur und die Lokalisation der SNPs bietet Abb. 3.

Promotor Exon 1 2 3 4
[ ]
]
(c.-308G>A)
TNF a
CI3R  T60N
1
TNF B
I:l Untranslatierte Regionen I:l Signalpeptid - Reifes Protein
Abb. 3: Struktur der Gene von TNFo und TNFp. Lokalisation der in vorliegender Arbeit

untersuchten SNPs (c.-308G>A)-TNFa, C13R-TNFB und T60N-TNFp (modifiziert
nach Nedwin et al. 1985)

Der (c.-308G>A)-TNFa-SNP ist in der Promotorregion lokalisiert. Sein FEinfluss auf die
Aktivierbarkeit des Promotors wurde von Wilson et. al. (1997) untersucht; auch eine Bedeutung fiir
die TNF-Aktivitdt wurde beschrieben (Bouma et al. 1996). Bekannt ist ferner die Kopplung der
Allele an verschiedene HLA-Haplotypen (Jacob et al. 1990, Abraham et al. 1993, Pociot et al.
1993), womit auch eine Verbindung mit HLA- assoziierten Autoimmunkrankheiten ableitbar ist.
Mehrere Autoren beschrieben den Zusammenhang des (c.-308G>A)-TNFa-SNP mit verschiedenen
autoimmunologischen bzw. inflammatorischen Erkrankungen, so z.B. mit Asthma bronchiale

(Witte et al. 2002), Typl-Diabetes (Krikovszky et al. 2002), Zoliakie (Garrot et al. 2002),
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Infektionskrankheiten (Cabrera et al. 1995; McGuire et al. 1994), septischem Schock (Mira et al.
1999). Seine Bedeutung fiir kardiovaskuldre Erkrankungen wird kontrovers diskutiert (Bernard et
al. 2003, Vendrell et al. 2003, Koch et al. 2001, Wang und Oosterhof 2000, Herrmann et al. 1998),
worauf in Abs. 5.2.1 ausfiihrlicher eingegangen wird.

Der TO60ON-TNFB-cSNP ist in Exon 3 lokalisiert und fiihrt zu einem AS-Austausch im reifen
Protein. Nach Messer et al. (1991) ist mit Homozygotie des selteneren A-Allels (Asparagin an
Position 60) ecine gesteigerte Stimulierbarkeit der TNFB-Produktion assoziiert. Ozaki und
Mitarbeiter (2002) beschrieben anhand einer japanischen Studienpopulation, dass der AA-Genotyp
signifikant mit dem Myokardinfarktrisiko verbunden sei. Ferner identifizierten sie die N60-
Mutante des TNFP als stdrkeren Induktor von Adhédsionsmolekiilen auf kultivierten glatten
Muskelzellen.

Uber die potentielle pathogenetische Bedeutung des in Exon 2 lokalisierten C13R-TNFB-cSNP, der
mit einem AS-Austausch im Signalpeptid des TNFP einhergeht, konnten keine Informationen

gewonnen werden.

2 Zielstellung

Das individuelle Erkrankungsrisiko fiir eine KHK wird durch multiple umweltbedingte und
genetische Risikofaktoren bestimmt. Die hohe Morbiditdt und Mortalitdt einerseits und die meist
lange asymptomatische Latenzphase andererseits verleihen einer wirkungsvollen Priavention
besondere Bedeutung. Fiir die Einschédtzung des individuellen Risikos als Mafigabe der Einleitung
angemessener praventiver MaBnahmen ist eine mdglichst umfangreiche Kenntnis und
Beriicksichtigung von Risikofaktoren erforderlich.
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Fall-Kontroll-Studie zu klassischen klinischen und
vermuteten genetischen Risikofaktoren der KHK durchgefiihrt und ihr Stellenwert in einem
Patientenkollektiv aus der mitteldeutschen Region gepriift. Dazu waren folgende Schwerpunkte zu
bearbeiten:
(a) Erhebung von 198 Patienten mit angiographisch gesichertem Koronarbefund. Es war
ein Untersuchungskollektiv zu erfassen, das aus 99 alters- und geschlechtsadjustierten
Paaren bestand. Die Fille (99 Patienten mit signifikanter koronarer Makroangiopathie
und Zustand nach Myokardinfarkt) sollten bereits im jiingeren bis mittleren
Lebensalter, vor Vollendung des 56. Lebensjahres, an einer klinisch manifesten KHK
erkrankt sein. Zu diesen Fillen sollten 99 Kontrollen (mit unaufféalligem
koronarangiographischem Befund) gesichert werden.
(b) Charakterisierung der Patienten durch eine erweiterte Anamnese und ein erweitertes

klinisch-diagnostisches Untersuchungsspektrum.
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(c) Erfassung und Bewertung klassischer etablierter Risikofaktoren fiir eine KHK
(d) Untersuchung ausgewéhlter Genpolymorphismen der Zytokine TNFa und TNFf und
Bewertung ihres Potentials als Risikomarker auch im Zusammenwirken mit

klassischen Hauptrisikofaktoren einer KHK.

3 Material und Methodik

3.1 Studienpopulation

Fiir die vorliegende Fall-Kontroll-Studie wurden Patienten der Universititsklinik und Poliklinik fiir
Innere Medizin III der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg gewonnen. Die Patienten waren
europdische Kaukasier mitteldeutscher Herkunft, vor allem aus der Region Halle-Merseburg-
Bitterfeld. Die Erfassung der Probanden erfolgte im Zeitraum von 1999 bis 2000. Einbezogen
wurden insgesamt 198 Patienten, deren Teilnahme freiwillig und unvergiitet war. Das
Einverstindnis wurde schriftlich erteilt. Fiir die Studie lag ein positives Votum der
Ethikkommission der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg vor.

Als wesentliche Voraussetzung waren alle Patienten vor Aufnahme in die Studie einer
diagnostischen Herzkatheteruntersuchung mit selektiver Katheterisierung und
Kontrastmitteldarstellung der Koronarien unterzogen worden, gegebenenfalls mit zusétzlicher
koronarer Intervention. Die Untersuchung und Beurteilung erfolgte durch erfahrene Fachérzte der
Kardiologie.

Eine angiographisch gesicherte koronare Makroangiopathie bildete das erste Einschlusskriterium
fiir die Zuteilung in die Fallgruppe. Sie galt als nachgewiesen im Falle signifikanter subkritischer
(>50%) und kritischer Stenosen (>75%) der Hauptstimme oder der groBen epikardialen Gefil3e.
Dariiber hinaus hatten alle Patienten der Fallgruppe mindestens einen Herzinfarkt erlitten. Die
Sicherung dieser Diagnose erfolgte anhand der Bewertung infarkttypischer Verdnderungen im
Elektrokardiogramm (EKG), durch positive infarktenzymatische Diagnostik oder Darstellung von
ventrikuldren Kinetikstorungen im Echokardiogramm, auch mittels Myokardszintigraphie.
Anamnestische Hinweise oder éltere Arztbriefe bzw. Befunde informierten zusitzlich iiber ldngere
Zeit zuriickliegende Infarkte. Das zweite Einschlusskriterium fiir die Fallgruppe war eine klinische
Manifestation der koronaren Herzerkrankung vor Vollendung des 56. Lebensjahres.

In die Kontrollgruppe wurden Patienten unterschiedlicher Symptomatik und Grunderkrankung
einbezogen, die bei Verdacht auf eine KHK aus differentialdiagnostischem oder aus
operationsvorbereitendem Anlass einer Koronarangiographie unterzogen wurden und

angiographisch nachgewiesen keine koronare Makroangiopathie besal3en.
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Die Patienten der Fall- und Kontrollgruppe wurden nach Geschlecht und 5-Jahres-Altersklassen
(Alter bei Eingang in die Studie) gepaart. So entstanden insgesamt 99 Vergleichspaare, davon 68

aus mannlichen und 31 aus weiblichen Probanden.

3.2 Anamnestischer Informationsgewinn

Alle Patienten der vorliegenden Studie wurden nach einem halbstandardisierten Fragebogen
befragt. Dieser enthielt - neben allgemeinen Fragen zur Person - Fragen zur kardialen und nicht-
kardialen Krankenvorgeschichte und bestimmten Lebensgewohnheiten, wie z.B. dem Erndhrungs-
und Trinkverhalten, dem Zigarettenkonsum und der koérperlichen Inanspruchnahme, ferner Fragen
zur Medikation, zur Sozialanamnese und zu psychosozialen Stressfaktoren. Bei allen Patienten
wurde ein Stammbaum erstellt und nach kardiovaskuldren Erkrankungen oder
Stoffwechselkrankheiten in der Familienanamnese geforscht.

Nicht von allen Patienten konnten exakte Informationen gewonnen werden. Dies betraf
insbesondere die Erstellung des Familienstammbaumes und die Erhebung der Familienanamnese.
Doch waren auch Gedéchtnislicken oder unklare Vorstellungen in Bezug auf eigene
Vorerkrankungen oder chemalige Medikationen nicht selten. Daher wurden die auf Station
befindlichen Krankenakten als ergdnzende Informationsquellen auch fiir anamnestische Angaben

hinzugezogen. Sie dienten ferner als Quelle fiir klinische Befunde.

33 Biochemische Laboranalysen

Die Routinediagnostik zur biochemischen Charakterisierung der Patienten wurde von dem
Zentrallabor des Universititsklinikums Krollwitz der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
durchgefiihrt.

Die Blutentnahme erfolgte morgens, bei Niichternheit der Patienten, aus einer Armvene.

In Tab. 1 sind die in vorliegender Arbeit ausgewerteten Parameter mit ihrer standardisierten
Bestimmungsmethode und den Referenzbereichen des Zentrallabors des Universitdtsklinikums

Krollwitz aufgefiihrt.
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Tab. 1:

Biochemische

Parameter; Referenzbereiche

Zentrallabors, Universititsklinikum Krollwitz

und Bestimmungsmethoden

Laborparameter

Referenzbereich

Bestimmungsmethode

Serumlipide:

HDL-Cholesterin > 1,50 mmol/l Enzymatisch-homogener Test
Gesamtcholesterin < 5,20 mmol/l enzymatischer Farbtest
LDL-Cholesterin < 3,90 mmol/l Friedewald- Formel
Apolipoprotein-A 1 0,80 — 1,75 g/l (m) Immunnephelometrie

0,90 — 1,90 g/l (w)
Apolipoprotein-B 0,80 — 1,40 g/l Immunnephelometrie
Triglyzeride <2,30 mmol/l enzymatischer Farbtest
Lipoprotein (a) <0,20 g/l Immunnephelometrie
Gerinnung und Fibrinolyse:
Plasminaktivatorinhibitor- 1 0,3 3,50 E/ml kinetischer Test
Fibrinogen 1,50 — 4,00 g/l Methode nach Clauss
Protein S-Aktivitét 65 —140 % Koagulometrie
Protein C >70 % kinetischer Test
Antithrombin IIT 75-125% chromogener/kinetischer Test

Sonstige Laborwerte:

Harnsdure 200 — 420 pumol/l (m) enzymatischer Farbtest
140 — 340 pmol/1 (w)
34 Molekulargenetische Untersuchungen

des

Alle molekularbiologischen Untersuchungen wurden im Institut fiir Humangenetik und
Medizinische Biologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

Fiir die genetischen Analysen wurden aus peripherem Venenblut gewonnene Leukozyten
verwendet. Dazu wurden den Patienten 4 ml Blut entnommen (EDTA-Monovette) und daraus
DNA mit Hilfe des ,QlAamp DNA Blood Maxi Kit“ (Quiagen, Hilden) nach
Praparationsanweisung des Herstellers extrahiert. Die Qualitdt der préparierten DNA wurde
elektrophoretisch (Auftrennung in einem 1,2%igen Ethidiumbromid haltigen Agarosegel, 0,5ug/ml
Ethidiumbromid, UV-Anregung bei 254nm) und spektrometrisch (Absorptionsdetektion bei
260nm) gepriift. Eine Lagerung der DNA-Proben erfolgte bei —20°C.

Da fiir keinen der untersuchten SNPs ein geeignetes Restriktionsenzym fiir eine RFLP-Analyse
gefunden werden konnte, wurde fiir ein Screening der SNPs der Zytokine TNFa und TNFB eine
standardisierte SSCP-Analyse gewéhlt (Schagdarsurengin 2003) und die entstehenden spezifischen,
durch Sequenzanalyse verifizierten Bandenmuster ausgewertet.

Zunichst wurden die entsprechenden DNA-Sequenzen mittels spezifischer Primer und unter
jeweils optimierten Reaktionsbedingungen in einem Thermocycler ,Eppendorf Gradient®

amplifiziert. Die gewonnenen PCR-Produkte wurden anschlieBend ausgefillt (Raumtemperatur,

2,5ul Natriumacetat +75ul Ethanol), gewaschen (70%iger Ethanol) und getrocknet und in SSCP-
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Auftragspuffer (2ul aqua dest. + 6pl Stopper - 95% Formamid, 20mM EDTA, 0,05%
Bromphenolblau, 0,05% Xylenzyanol) aufgenommen. Die elektrophoretische Trennung der
Einzelstrédnge erfolgte im nicht denaturierenden Polyacrylamidgel (26x12 cm, Trennlénge zirka 5-
7cm, Laufpuffer: 5x TBE, 15°C). Mittels konventioneller Silberfarbung wurden die spezifischen
Bandenmuster visualisiert (0,1% Silbernitratlosung, Entwickler: 0,15% Formaldehyd, 1,5% NaOH,

0,01% NaBH,). Tab. 2 fasst die verwendeten Analysebedingungen zusammen.

Tab. 2: Genotypisierung der SNPs des TNFa und TNFB.
Elektrophorese: Multiphor II, Pharmacia; Laufparameter: 800V, 40mA, 30W;
PAA-Gel: T-Konzentration=10,4%, C-Vernetzungsgrad=3,7%

Gen/ Position/ GroBe des | Annealing- Laufzeit
Access- Aus- Primer PCR- temperatur/ PCR- der
ion Produktes | Zyklenzahl Zusitze Elektro-
tausch
phorese
c.-308 5’- Primer
TNFo/ |upstream |5°- TAT CTT TTT CCT GCA TCC TG -3° 135 bp 48°C/ 3% 1h
715026 | Exonl 24 Zyklen | Formamid
3’- Primer
G>A 5’- CTG ATT TGT GTG TAG GAC CC -3’
¢.206 5’- Primer
TNFB/ | Exon2 5’- TGC AGG TTC TCC CCA TGA CAC -3’ 128 bp 60 °C/ 3% 50 min
715026 24 Zyklen | Formamid
>C 3’- Primer
(CI3R) 5’- CTC CTG CTG CCT CAC CTG GG -3’
c.348 5’- Primer
Exon 3 5’- CAC CTT CAG CTG CCC AGA CT -3’ 128 bp 55°C/ 4% 1,5h
22 Zyklen | Formamid
C>A 3’- Primer
(T60N) 5’- GAG AGC TGG TGG GGA CAT GT -3

Die Genotypisierung der TNF-SNPs (Accession Z15026) wurde nach der Methode von
Schagdarsurengin (2003) durchgefiihrt. Abb. 3 in Abs.1.8 gibt eine Ubersicht iiber die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersuchten drei SNPs, ndmlich den (c.-308G>A)-TNFa-SNP, den C13R-
TNFp- und den T6ON-TNFB-cSNP.

Der TNFo-SNP befindet sich in der Promotorregion 308 Basen vor Exon 1 und ist durch einen
Basenaustausch Guanin nach Arginin charakterisiert. Dieser Austausch fiihrt zu einer spezifischen

Verdnderung des Bandenmusters in der SSCP-Analyse, die in Abb. 4 dargestellt ist.

Y [ — Schematische Darstellung der SSCP-Analyse des (c.-308G>A)-

TNFa-SNP mit den Genotypen GG, GA und AA.
Differenzierung der Bandenmuster des spezifischen, 135bp-
groflen PCR-Produkts im Polyacrylamidgel.
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Beim C13R-TNFB-cSNP erfolgt ein Basenaustausch Thymin nach Cytosin im Exon 2 an cDNA-
Position 206 (c.206T>C), der zu einem AS-Austausch Cystein (C) nach Arginin (R) an Position 13
fiilhrt. Die mittels SSCP-Analyse differenzierten Genotypen CC, CT und TT sind schematisch in
Abb. 5 veranschaulicht.

TT CC CT | Abb.5: .
o Y o Y — Bandenmuster der SSCP-Analyse des 128 bp-groBen spezifischen

PCR-Produktes zur Genotypisierung des C13R-TNFB-cSNP
(c.206T>C).

Im Exon 3 befindet sich an Position 348 der cDNA der zweite untersuchte cSNP des TNFB-Gens
(T60N-TNFB-cSNP), ein Basenaustausch Cytosin nach Adenin. Dies verursacht eine Verdnderung
in der AS-Sequenz, wobei Threonin (T) an AS-Position 60 durch Asparagin (N) ersetzt wird. In
Abb. 6 sind die mittels SSCP-Analyse differenzierten Genotypen CC, CA und AA dargestellt.

CC AA CA Abb. 6:

— = Differenzierung der Genotypen des T60N-TNFB-cSNP
(c.348C>A) mittels SSCP-Analyse des 128bp groBien
spezifischen PCR-Produkts.

3.5 Statistische Methoden

Die umfangreichen statistischen Untersuchungen erfolgten unter Konsultation des Instituts fiir
Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik der Martin-Luther-Universitéit Halle-
Wittenberg. Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS in
Version 10.0 durchgefiihrt. Allen statistischen Auswertungen lag der Vergleich der Fallgruppe aus
Patienten mit koronarer Makroangiopathie und Myokardinfarkt mit der Kontrollgruppe mit
unauffilligem koronarangiographischem Befund zu Grunde. Durch die Bildung von Fall-Kontroll-
Paaren wurde Strukturgleichheit in Bezug auf das Geschlecht und 5-Jahres-Altersklassen

geschaffen (s. Abs. 3.1). Dem Auftreten von Datenliicken in einzelnen Auswertungen wurde
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grundsitzlich mit dem Ausschluss des betroffenen Fall-Kontroll-Paares begegnet. Dadurch
variierten die Probandenzahlen in den verschiedenen Berechnungen, die Strukturgleichheit fiir
Alter und Geschlecht blieb aber durchweg erhalten. Eine Ausnahme stellte die ergidnzende,
stratifizierte Berechnung am Ende des Abschnitts 4.2 dar, wo durch die weitere Aufteilung der
Probanden nach bestimmten Risikofaktoren eine einheitliche Geschlechts- und Altersstruktur nicht
gewihrleistet werden konnte.

Da Strukturgleichheit nur fiir Alter und Geschlecht, nicht aber fiir andere Faktoren bestand, wurden
Testverfahren fiir unabhingige Stichproben verwendet. Demnach wurde fiir Mittelwertvergleiche
intervallskalierter Variablen unter Annahme einer Normalverteilung der T-Test nach Student fiir
unabhingige Stichproben angewandt. Auf eine Normalverteilung wurde im Einzelfall gepriift
durch Betrachtung der Histogramme und Lageparameter, Beriicksichtigung der Fallzahl und unter
Zuhilfenahme des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests und des Levene-Tests fiir die
Uberpriifung  auf  Varianzhomogenitit. Die  Signifikanzpriifung erfolgte fiir  eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von o= 0,05 fiir einen Fehler erster Art. Lag keine Normalverteilung
vor, wurde der Rangtest nach Mann-Whitney (U-Test, exakt) benutzt. Verteilungsunterschiede bei
kategorialen Variablen wurden mit dem Exakten Test nach Fisher auf Signifikanz tiberpriift. Als
MabB fiir den Einfluss einer Exposition auf den Koronarstatus wurde das OR (relative Risikoquote,
Risikoquotient) bestimmt und mit einem 95%-Konfidenzintervall angegeben.

Auch die Uberpriifung der Genotypverteilungen auf die theoretische Hardy-Weinberg-Verteilung
erfolgte mittels Exaktem Test nach Fisher.

Die Bewertung der Abhingigkeit des Koronarstatus von Risikofaktoren und die Berechnung der
Risikoquotienten bei mehrfaktoriellen Modellen erfolgten mittels bindrer logistischer Regression.
Auch der einfaktoriellen Analyse von Variablen mit mehr als zwei Kategorien diente die bindre
logistische Regression. Fiir die Bewertung der Ergebnisse bei mehrfaktorieller Analyse war zum
einen die Feststellung der Unabhéngigkeit der einzelnen Faktoren eines Modells relevant, die durch
Betrachtung der Effekte bei schrittweisem Hinzuziehen der anderen Faktoren bis hin zum gesamten
Modell bzw. durch Vergleich der Effekte bei ein- und mehrfaktorieller Berechnung erfolgte. Zeigte
sich dabei keine tendenzielle Anderung des Effektes des betrachteten Faktors, so wurde er als
unabhéngig von den anderen einbezogenen Faktoren bezeichnet. Ferner wurden die Faktoren eines
Regressionsmodells untereinander paarweise auf Interaktion gepriift. So wurde untersucht, ob eine
bestimmte Ausprigung eines Faktors im Gesamtkollektiv den Effekt eines zweiten Faktors
wesentlich beeinflusste. Dabei wurde durch die Ermittlung eines signifikanten Interaktionsterms in
einem Fall fiir das entsprechende Modell eine stratifizierte Betrachtung erforderlich (vgl. Abs.
4.2)).
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische und biochemische Charakterisierung der Patientenkollektive

4.1.1 Zusammensetzung

Als Ergebnis der paarweisen Zuordnung von Patienten mit koronarer Makroangiopathie und
koronarsklerosefreien Kontrollen (Case-control study with matched pairs) nach 5-Jahres-
Altersgruppen und Geschlecht konnten 198 Patienten in 99 Paaren in die Studie eingeschlossen
werden. Etwa zwei Drittel (68,6%) der Probanden waren ménnlich, ein Drittel (31,3%) war

weiblichen Geschlechts.

Tab. 3: Geschlechts- und Altersstruktur der Studienpopulation

KHK Kontrollen
Anzahl insgesamt (n) 99 929
Anzahl Frauen / Ménner (n) 31/68 31/68
Durchschnittsalter insgesamt (£SD) 49,5 48,3 49,9 48,7
Durchschnittsalter der Frauen (+SD) 52,3 46,9 52,8473
Durchschnittsalter der Ménner (£SD) 48,3 £8,5 48,6 19,1

Das durchschnittliche Alter bei Eingang in die Studie betrug etwa 50 Jahre (49,73 £8,5 Jahre). Der
jiingste Patient war 27 Jahre alt, der &lteste 70 Jahre. Die paarweise Zuordnung der Patienten fiihrte
erwartungsgeméal zu einer vergleichbaren Altersstruktur zwischen Féllen und Kontrollen (s. Tab.
3). Aber auch die Altersstrukturen der Ménner und Frauen ergaben sich &hnlich, wobei das
Durchschnittsalter der Frauen vier Jahre iiber dem der Ménner lag, und sich die Altersspannweite
bei den Frauen mit 29 Jahren deutlich kleiner zeigte als bei den ménnlichen Patienten mit 43 Jahren

(s. Abb. 7).

9 Altersgruppen

minnlich weiblich
6670 = n=d| - 3
b1-65 = mss | / = n8 |
$6-60 = w22 \ — n16 \
$1.55 = n30 ’ ‘ ‘ ’\ —nt6 ‘ ‘ \
3650 =] 24 | — s |
4145 = w20 ‘ — 12
Y640 = e ‘ o — =2
Sias s | -
Y630 = Jn2 -

5% 0% 15 20%  25% 5% 0%  15%  20%  25%
h
Prozef;te Prozente

Abb. 7: Verteilung der weiblichen und ménnlichen Probanden iiber die 5-Jahres-Altersklassen
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Die Kontrollgruppe, gekennzeichnet durch den angiographischen Ausschluss einer koronaren
Makroangiopathie, setzte sich aus Patienten zusammen, die ganz {iberwiegend unter
Herzrhythmusstérungen und/oder Erkrankungen der Herzklappen litten. Ferner befanden sich
Patienten mit Kardiomyopathien unterschiedlicher Genese im Kontrollkollektiv, am héufigsten
Probanden mit der dilatativen Form der Erkrankung. Eher selten lieen sich pektangindse
Beschwerden auf eine mdgliche Mikroangiopathie, eine hypertensive Herzerkrankung,
himodynamisch relevante Septumdefekte, Refluxdsophagitiden, vertebrogene Thoraxschmerzen
oder andere Ursachen zuriickfiihren.

Kennzeichnend fiir die Fallgruppe war eine angiographisch gesicherte koronare Makroangiopathie.
Dabei wurde in Bezug auf die grofen epikardialen Gefille bei 20,2% der koronar Kranken eine
Ein-, bei 23,2% eine Zwei- und bei 56,6% eine Dreigefalerkrankung beschrieben.

Alle Patienten der Fallgruppe hatten mindestens einen Myokardinfarkt tiberlebt. Bei 59,6% lag das
Infarktgeschehen weniger als ein Jahr zuriick. 39,4% der Gefékranken hatten zum Zeitpunkt der
Befragung den ersten Myokardinfarkt um mindestens ein Jahr iiberlebt. In einem Fall konnte der
Zeitpunkt des Infarktgeschehens nicht sicher bestimmt werden. Durchschnittlich traf der erste
Myokardinfarkt die Patienten im Alter von 46,7 Jahren. 44,4% erlitten vor dem 45. Lebensjahr
einen Infarkt, 55,6% erst im spdteren Leben. Der Anteil der Patienten mit Reinfarkten betrug
29,3%.

Von den KHK-Patienten erhielten 31,3% eine Intervention durch Bypass-Operation (eventuell
aullerdem Herzkatheterinterventionen) und 52,5% eine reine Herzkatheterinterventionstherapie

durch perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) mit oder ohne Stent-Implantation.

4.1.2 Medikamentdse Therapie

Aufgrund der Anamnesen und der aus den Krankenakten gewonnen Informationen lieBen sich die
medikamentdsen  Therapien der Koronarkranken und der Kontrollen vergleichend
gegeniiberstellen. Fiir die Koronarpatienten wurden Thrombozytenaggregationshemmer, Nitrate, 3-
Blocker und Lipidsenker signifikant hdufiger eingesetzt (s. Tab. 4).

ACE-Hemmer und AT-II-Rezeptorantagonisten wurden geringfiigig hdufiger bei Koronarpatienten,
Diuretika, Calciumantagonisten und Antikoagulantien eher bei den Kontrollpatienten verordnet.
Wihrend in der medikamentdsen Therapie des Diabetes mellitus orale Antidiabetika in der
Kontrollgruppe nur unwesentlich héufiger Anwendung fanden, wurde Insulin in der Gruppe der

Koronarkranken deutlich 6fter verordnet.
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Tab. 4: Der Untersuchung vorausgegangene Medikation und aktuelle Medikation der Patienten.

Therapie unter n= 198 Patienten KHK Kontrollen Exakter Test nach Fisher
(%) (o)
Lipidsenker 51,5 25,3 p<0,001
Antikoagulantien (Heparin, Cumarine) 39,4 46,5 p=10,389
Thrombozytenaggregationshemmer 89,9 45,5 p<0,001
Nitrate (incl. Molsidomin) 76,8 34,3 p<0,001
B-Blocker 78,8 515 p<0,001
ACE-Hemmer und AT-II-Antagonisten 59,6 55,9 p= 0,666
Diuretika 232 30,3 p=0,264
Calciumantagonisten 20,4 21,2 p=0,515
Orale Antidiabetika 8,1 11,1 p= 0,630
Insulin 14,1 6,1 p= 10,056
4.1.3 Risikofaktoren der KHK

Sowohl die Fallgruppe als auch die Vergleichspersonen wurden beziiglich klassischer

Risikofaktoren fiir koronare Atherosklerose analysiert.

(a) Zigarettenkonsum: Die herausragende Bedeutung des Zigarettenrauchens als Risikofaktor
war schon bei einfaktorieller Betrachtung evident. Unter den Koronarpatienten (n =99) lielen sich
82,8% den chemaligen oder aktiven Rauchern und den starkem Passivrauchen ausgesetzten
Personen zuordnen. Dagegen fanden sich unter dieser Definition 55,6% Raucher in der
Kontrollgruppe; ein signifikanter Unterschied (p< 0,001). Aus der Gegeniiberstellung mit den

Nicht- und Gelegenheitsrauchern, die weniger als fiinf Zigaretten am Tag rauchten, ergab sich

folgerichtig ein OR von 3,9 : 1 (s. Tab. 5).

Tab. 5: Analyse des Risikofaktors ,,Rauchen in den Untersuchungsgruppen. Signifikante
Risikoquotientensteigerung durch Zigarettenkonsum bei ménnlichen (OR= 3,8; p< 0,01)
und weiblichen Patienten (OR= 5,1; p<0,01).

KHK Kontrollen OR Konfidenz- Exakter Test
intervall nach Fisher
Exposition mit JA NEIN JA NEIN 95% (einfaktoriell)
Risikofaktor: %dF.(n) | %dF.(n) | %dK. (n) | %dXK. (n)
Rauchen | Gesamt 82,8 (82) 17,2 (17) 55,6 (55) 44,4 (44) 3,9 2,0-74 p< 0,001
Minnlich 88,2 (60) 11,8 (8) 66,2 (45) 33.8(23) 3,8 1,6 -9,4 p= 0,004
Weiblich 71,0 (22) 29,0 (9) 32,3 (10) 67,7 (21) 5,1 1,7-15,1 p= 0,005

Die signifikante Risikoquotientensteigerung im Zusammenhang mit Zigarettenrauchen, bestétigte
sich auch bei getrennter Betrachtung der Geschlechtsgruppen. Es rauchten 77,2% der Méanner und
51,6% der Frauen. Da Kontrollpatientinnen tiberwiegend (67,7%) nicht rauchten, hingegen der

Anteil an Rauchern auch bei den minnlichen Kontrollen i{iberwog (66,2%), konnte fiir das
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weibliche Geschlecht insgesamt ein nochmals héheres OR von 5,1 gegeniiber den Ménnern mit 3,8
errechnet werden.

Eine genauere Differenzierung des Rauchverhaltens erlaubte es, einen Zusammenhang zwischen
der Stirke des Zigarettenkonsums und der Erkrankung an KHK darzustellen. Dazu wurden die
Angaben zu dem vorherrschenden Rauchverhalten in den letzten zehn Jahren jener 77
Koronarpatienten herangezogen, die im Zeitraum von maximal fiinf Jahren vor der Befragung ihren
ersten Myokardinfarkt erlitten hatten. Dem Vergleich dienten die entsprechenden Informationen
iiber die ihnen zugeordneten 77 Kontrollpatienten. Die Informationen waren dadurch vor dem
Hintergrund wechselnder Rauchgewohnheiten genauer und leichter zu bewerten, und es ergab sich
die Méglichkeit, Vergleiche mit ehemaligen Rauchern vorzunehmen (s. Tab. 6).

In Bezug auf eine Referenzgruppe, die niemals geraucht hatte, liel sich somit eine gestaffelte
Erhohung des ORs mit zunehmender Zahl konsumierter Zigaretten belegen: Eine
Risikoquotientensteigerung durch gelegentliches oder leichtes Rauchen konnte respektive kleiner
Fallzahlen statistisch nicht bewiesen werden. Mittelstarker Konsum erh6hte den Risikoquotienten
hochsignifikant auf 10,3, sehr starkes Rauchen sogar auf 13,3. Auch Nichtraucher, die einem
starken Passivkonsum unterlagen, hatten einen signifikant erhdhten Risikoquotienten (OR= 7,7) bei
einer allerdings kleinen Probandenzahl. Das OR der ehemaligen Raucher war mit 5,2 deutlich und

signifikant erhoht, dabei aber nur halb so grof3 wie das der mittelstark rauchenden Patienten.

Tab. 6: Risikoquotientenbestimmung fiir das Rauchverhalten mittels einfaktorieller bindrer
logistischer Regression aus dem Vergleich der Anamnesen von Koronarpatienten
mit Infarktereignis im Zeitraum von fiinf Jahren vor der Befragung und
zugehorigen Kontrollpatienten ohne KHK; Abhéngigkeit der Assoziation zwischen
Rauchen und KHK vom Ausmal} des Konsums

KHK Kontrollen
Rauchverhalten in den letzten zehn [n="77] [n=77] OR 95%- Signifikanz
Jahren Konfidenzintervall (einfaktoriell)
% d.F. (n) % d.K. (n)
nie (Referenzkategorie) 7,8 (6) 40,3 (31) 1
passiv (stark) 3903) 2,6 (2) 7,7 1,1 -56,8 p= 0,044
gelegentlich (bis 5 Zig./d) 3,903) 7,8 (6) 2,6 0,5-13,3 p=0,256
leicht (bis 10 Zig./d) 2,6 (2) 7,8 (6) 1,7 0,3-10,7 p=0,559
mittelstark (bis 20 Zig./d) 31,2 (24) 15,6 (12) 10,3 34-315 p<0,001
sehr stark (>20 Zig./d) 40,3 (31) 15,6 (12) 13,3 4,4 - 40,1 p< 0,001
vor mehr als 10 J. Raucher 10,4 (8) 10,4 (8) 5,2 1,4—19,2 p=10,014

(b) Dyslipididmie: Fettstoffwechselstorungen stehen haufig im Mittelpunkt

atiopathogenetischer Betrachtungen der Makroangiopathie. In der vorliegenden Arbeit wurden
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Hypercholesterindmie, Hypertriglyzeridédmie, ein niedriger Serumspiegel an HDL und ein erhShter
Serumspiegel an Lipoprotein(a) betrachtet (s. Tab. 7).

Bei der Einteilung der Patienten in Hypercholesterindmiker und Nicht-Hypercholesterindmiker lag
der Schwerpunkt auf der Betrachtung anamnestischer Angaben, zuvor erhobener Befunde und
eingeleiteter therapeutischer Maflnahmen, wie der vorbestehenden Verordnung von Lipidsenkern.
Daneben wurden als Grenzwerte fiir die aktuell erhobenen Blutwerte ein Gesamtcholesterin von
5,2 mmol/l bzw. ein LDL-Cholesterin von 3,9 mmol/l beriicksichtigt. Eine derartige Zuordnung
lieB sich danach fiir 87 Fall-Kontroll-Paare treffen; nur diese wurden in der Auswertung
beriicksichtigt.

Der Anteil der Patienten mit Hypercholesterindmie betrug demnach insgesamt 77,0%, 84,5% unter
den weiblichen und 73,3% unter den méinnlichen Patienten. Von den insgesamt 134
Hypercholesterindmikern gehorten 54,5% den Koronar- und 45,5% den Kontrollpatienten an.
Anders betrachtet hatten nur 16,1% der Fille und 29,9% der Kontrollen Kkeine
Hypercholesterinimie. Das OR fiir Patienten mit Hypercholesterindimie betrug 2,2, der
Verteilungsunterschied war signifikant (p= 0,047). Als wesentlich aber erwies sich in diesem Fall
die geschlechtsspezifische Betrachtung der Verteilungen: Dabei zeigte sich, dass die
Verteilungsunterschiede allein durch die ménnlichen Probanden verursacht wurden (OR=2,7; p=
0,035), wihrend bei den Frauen die Hypercholesterindmie nahezu gleich verteilt auf
Koronarkranke und -gesunde war (OR=1,3; p= 1,000).

Auch bei der Erfassung einer Hypertriglyzeridimie wurden neben dem Grenzwert von 2,3 mmol/l
Triglyzeride im Serum vorrangig vorbestehende Diagnosen als Entscheidungsgrundlage
hinzugezogen. So konnten 91 Paare in die Auswertung einbezogen werden. Insgesamt hatten
demnach 34,6% der Probanden eine Hypertriglyzeriddmie, wobei der Anteil bei den Méannern mit
41,3% rund doppelt so hoch war wie bei den Frauen mit 19,6%. Dabei war das Verhéltnis der
Haufigkeiten von Hypertriglyzeriddmie zwischen Fillen und Kontrollen in beiden
Geschlechtsgruppen und also auch in der Gesamtheit nahezu gleich und betrug ungefahr 1,5 : 1.
Fiir die Gesamtheit der Patienten lag der Risikoquotient bei 1,9. Bei Testung auf Unabhéingigkeit
der Verteilungen wurde die Signifikanz knapp verfehlt (p= 0,061). Das OR der Ménner allein fand
sich ebenfalls bei 1,9 (p= 0,103), das der Frauen betrug 2,0, wobei sich kein signifikanter
Unterschied zeigte (p= 0,503).

Die Wertigkeit eines sehr niedrigen HDL-Cholesterinspiegels (HDL< 0,9 mmol/l) als koronarer
Risikofaktor konnte an insgesamt 96 Paaren untersucht werden. Es ergab sich kein Hinweis auf
eine Risikosteigerung durch ein niedriges HDL-Cholesterin: Insgesamt hatten 11,5% der
Probanden ein zu niedriges HDL-Cholesterin, 13,8% der Ménner und 6,5% der Frauen.
Probandinnen mit erniedrigtem Wert waren genau zur einen Hailfte koronarkrank, zur anderen
Halfte koronargesund (OR=1,0; p= 1,000). Dieses Verhiltnis unterschied sich nur unwesentlich bei
den ménnlichen Patienten, wo 55,6% der Fall- und 44,4% der Kontrollgruppe angehorten (OR=
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1,3; p= 0,800). Entsprechend ergab der Exakte Test nach Fisher fiir die Gesamtzahl der Probanden
mit einem p-Wert von 0,821 kein signifikantes Ergebnis, der Risikoquotient betrug lediglich 1,2.

Tab. 7: Differenzierte Betrachtung der koronaren Risikofaktoren erniedrigtes HDL-
Cholesterin, erhohtes Lipoprotein(a), Hypercholesterindmie und
Hypertriglyzeridamie

KHK Kontrollen OR Konfidenz- Exakter Test

intervall nach Fisher

Exposition mit Risikofaktor: JA NEIN JA NEIN 95% (einfaktoriell)

%d.F.(n) | %dF.(n) | %dX. (n) | % dK. (n)

HDL < Gesamt 12,5(12) | 87,5(84) | 10,4 (10) | 89,6 (86) 12 0,5-3,0 p=0,821
0,9mmol/l | Minnlich 15,4 (10) | 84,6(55) | 123(8) | 87,7(57) 1,3 0,5-3,5 p=0,800
Weiblich 652) | 93529 | 652 | 32,5(29 1,0 0,1-7,6 p=1,000
Gesamt 432(41) | 56,8 (54) | 27,4(26) | 72,6 (69) 2,0 1,1-3,7 p=0,033
Lp(a)> Minnlich 48,4 (31) | 51,6(33) | 25,0(16) | 75,0 (48) 2,8 1,3-6,0 p=0,010
030 ¢/1 Weiblich 32,3(10) | 67,721) | 323(10) | 67.721) 1,0 03-29 p=1,000
Hyper- Gesamt 83,9(73) | 16,1 (14) | 70,1 (61) | 29,9 (26) 2,2 1,1 -4,6 p= 0,047
cholesterin- | \rsinnlich 82,8 (48) | 17,2(10) | 63,8(37) | 36,2(21) 2,7 1,1-6,5 p= 10,035
ame Weiblich 86,2(25) | 13,8(4) | 82,8(24) | 172(5) 1,3 0,3-54 p= 1,000
. Gesamt 41,8 (38) | 58,2(53) | 27,5(25) | 72,5 (66) 1,9 1,0-35 p=0,061
Hypertri- | Nannlich 49,2 (31) | 50,8(32) | 33,3(21) | 66,6 (42) 1,9 0,9-4,0 p=0,103
glyzeridimie | weiplich 250(7) | 75021) | 1434) | 85,7(24) 2,0 0,5-7,8 p=10,503

Als vierter Faktor aus dem Gebiet des Fettstoffwechsels wurde das Lipoprotein(a) untersucht. Eine
Serumkonzentration gréBer 0,30 g/l wurde als erhoht gewertet. Noch ausgeprigter als bei der
Hypercholesterindmie zwang dieser Faktor zu einer geschlechtsabhidngigen Betrachtung: Zwar war
der Anteil an Patienten mit erhohtem Lipoprotein(a) in beiden Geschlechtern ungefdhr gleich
(32,3% der Frauen und 36,7% der Mainner), jedoch verteilte sich dieser Anteil auf
Koronarpatienten und Kontrollen bei den Frauen im Verhéltnis von exakt 1 : 1 (OR= 1,0 ; p=
1,000) und bei den minnlichen Probanden im Verhéltnis von nahezu 2 : 1 (OR=2,8). 48,4% der
ménnlichen Patienten mit koronarer Makroangiopathie, aber nur 25,0% der zugehdrigen
Koronargesunden wiesen erhohte Serumwerte auf. Der Verteilungsunterschied unter den
méinnlichen Probanden war statistisch signifikant (p= 0,010). Dieser starke Einfluss erbrachte auch

fiir die Gesamtpopulation ein signifikantes Ergebnis (OR=2,0; p=0,033).

() Hypertonie: Hypertonie ist als wichtiger Risikofaktor fiir kardiale und extrakardiale
Atherosklerose etabliert. Die Zuteilung der Studienteilnehmer in die Gruppe der Hypertoniker
erfolgte primér anhand der Angaben oder Dokumente iiber vorherbestehende Befunde, Diagnosen
oder therapeutische Malnahmen. Dariiber hinaus wurden aktuelle Blutdruckwerte hinzugezogen.
Ein Blutdruck hoher als 140/90 mmHg galt als pathologisch. Auf diese Weise wurden 116 von 198
Probanden (58,6%) als Hypertoniker eingestuft.

Die Rolle der Hypertonie als Risikofaktor der KHK konnte in dieser Studie bei einfaktorieller
Betrachtung nicht belegt werden. Bei den weiblichen Probanden lag der Anteil der Hypertoniker
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mit 69,4% hoher als bei den minnlichen Patienten mit 53,7%. Es gab keine signifikanten
Verteilungsunterschiede zwischen Féllen und Kontrollen (p=0,885), auch nicht bei
geschlechtsabhéngiger Betrachtung (p= 0,731 fiir Ménner bzw. p= 1,000 fiir Frauen). Die relative
Risikoquote lag insgesamt um 1,1 : 1 und betrug 1,2 : 1 fiir die Ménner bzw. 0,8 : 1 fiir die Frauen

(s. Tab. 8).

Tab. 8: Bedeutung der Hypertonie als koronarer Risikofaktor. Keine signifikante
Risikoquotientensteigerung fiir die koronare Makroangiopathie bei einfaktorieller
Betrachtung.
KHK Kontrollen OR Konfidenz- | Exakter Test
intervall nach Fisher
Exposition mit Risikofaktor: JA NEIN JA NEIN 95% (einfaktoriell)
%d.F.(m) | %dF.(n) | %dK (n) | %dK.(n)
Hypertonie | Gesamt 59,6 (59) | 40,4 (40) | 57,6 (57) | 42,4(42) 1,1 0,6-1,9 p= 0,885
Minnlich 559(38) | 44,1(30) | 51,5(35) | 48,5(33) 1,2 0,6-23 p=0,731
Weiblich 67,7(21) | 323(10) | 71,0(22) | 29,0(9) 0,9 03-2,5 p= 1,000

(d) Diabetes mellitus: Diabetes mellitus gilt als Risikofaktor fiir koronare Mikro- und
Makroangiopathie. In der vorliegenden Studie litt rund ein Finftel (19,1%) der 194 in die
Berechnung eingeschlossenen Patienten an dieser Erkrankung; 17,4% aller ménnlichen und 22,6%

aller weiblichen Probanden (s. Tab. 9).

Tab. 9: Diabetes mellitus in Fall- und Kontrollgruppe. Erhdhtes OR fiir Diabetikerinnen,
nicht signifikant (OR= 2,1; nicht signifikant).

KHK Kontrollen OR Konfidenz- Exakter Test

intervall nach Fisher

Exposition mit Risikofaktor: JA NEIN JA NEIN 95% (einfaktoriell)

%dF.(m) | %dF.(n) | %dK. () | %dK. (n)

Diabetes Gesamt 21,6 21) | 78,4(76) | 16,5(16) | 83,5(81) 1,4 0,7-2,9 p=10,465
mellitus Miénnlich 18,2(12) | 81,8(54) | 16,7(11) | 83,3 (55) 1,1 0,5-2,7 p=1,000
Weiblich 29,0(9) | 71,0(22) 16,1(5) | 83,9(26) 2,1 0,6—17,3 p=0,363

Der Risikoquotient fiir koronare Makroangiopathie war durch Diabetes insgesamt leicht erhoht
(OR=1,4), beruhte aber auf keinem signifikanten Verteilungsunterschied (p= 0,465). Bei
geschlechtsabhéingiger Betrachtung zeigte sich, dass der beschriebene Zusammenhang nur auf
Verteilungsunterschieden in der Gruppe der Frauen zuriickzufiihren war: Wihrend der Anteil
méinnlicher Diabetiker unter den Féllen im Vergleich zu den Kontrollen nur geringfiigig erhoht war
(18,2% vs. 16,7%), lag der Anteil der Diabetikerinnen bei den weiblichen Koronarpatientinnen
etwa zweifach hoher gegeniiber den koronargesunden Frauen (29,0% vs. 16,1%) und auch deutlich
iiber dem Anteil der Diabetiker im gesamten Kollektiv. Damit berechnete sich ein OR von 1,1 (p=
1,000) fiir die Ménner und von 2,1 fiir die Gruppe der Frauen. Doch auch fiir die Patientinnen ergab

sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,363).
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(e) Weitere Risikofaktoren der KHK wurden gepriift und sollen im Folgenden
zusammengefasst werden (s. Tab. 10 und 11):

Ubergewicht allein konnte anhand der durchgefiihrten Analyse nicht als Risikofaktor bestitigt
werden. Der als Maf3stab hinzugezogene Koérpermassenindex (BMI) lag im Gesamtdurchschnitt bei
27,6 kg/m’, er betrug 27,1 kg/m” in der Fallgruppe und 28,0 kg/m” in der Kontrollgruppe (p=
0,143). Bei geschlechtsabhingiger Betrachtung zeigten sich keine nennenswerten Abweichungen.
Damit lagen die Durchschnittswerte per definitionem (Gewichtsklassifikation der WHO) im
Bereich der Priadipositas (BMI 25,0-29,9 kg/m?®). Die Mittelwerte des BMI in den
Vergleichsgruppen zeigten auch bei geschlechtsabhingiger Betrachtung keinen signifikanten

Unterschied (méinnlich: p= 0,356; weiblich: p= 0,242).

Tab. 10: Zusammenfassung der Verteilung weiterer Risikofaktoren/ Risikoindikatoren der
KHK auf Fall- und Kontrollkollektiv.

KHK Kontrollen OR Konfidenz- Exakter Test
intervall nach Fisher
Exposition mit Risikofaktor: JA NEIN JA NEIN 95% (einfaktoriell)
%dF.(n) | %dF.(n) | %dK.(n) | % dK. (n)
Ubergewicht | Gesamt 68,7 (68) 31,331 74,7 (74) 25,3 (25) 0,7 04-1,4 p=10,430
Miénnlich 69,1 (47) 30,9 (21) 75,0 (51) 25,0 (17) 0,7 0,4-1,6 p=10,567
Weiblich 67,7 (21) 32,3 (10) 74,2 (23) 25,8 (8) 0,7 0,2-22 p=10,780
Hyperuri- Gesamt 47,3 (44) 52,7 (49) 47,3 (44) 52,7 (49) 1,0 0,6—1,8 p= 1,000
kdmie Minnlich 54,0 (34) 46,0 (29) 55,6 (35) 44,4 (28) 0,9 0,5-1,9 p= 1,000
Weiblich 33,3 (10) 66,7 (20) 30,0 (9) 70,0 (21) 1,2 0,4-3,5 p= 1,000
Fibrinogen > | Gesamt 44,1 (41) 55,9 (52) 37,6 (35) 62,4 (58) 1,3 0,7-23 p=10,456
3,5¢/1 Mannlich 43,8 (28) 56,3 (36) 34,4 (22) 65,6 (42) 1,5 0,7-3,0 p=10,365
Weiblich 448 (13) | 552(16) | 44,8(13) | 552(16) 1,0 04-2,8 p= 1,000
korperliche | Gesamt 73,5(72) 26,5 (26) 52,0 (51) 48,0 (47) 2,6 1,4-4.6 p= 0,003
Inaktivitat Minnlich 74,6 (50) 25,4 (17) 53,7 (36) 46,3 (31) 2,5 1,2-53 p= 0,019
i.d.Freizeit Weiblich 71,0 (22) 29,0 (9) 48,4 (15) 51,6 (16) 2,6 09-74 p=0,120
psycho- Gesamt 73,7(73) 26,3 (26) 82,8 (82) 17,2 (17) 0,6 03-1,2 p=0,167
sozialer Minnlich 76,5 (52) 23,5 (16) 80,9 (55) 19,1 (13) 0,8 0,3-1,8 p=10,676
Stress Weiblich 67,7 (21) 32,3 (10) 87,1 (27) 12,9 (4) 0,3 0,1 -1,1 p=0,127
Myokardin- | Gesamt 45,5 (45) 54,5 (54) 16,2 (16) 83,8 (83) 4,3 2,2-84 p< 0,001
farkt inder | Ménnlich 47,1 (32) 52,9 (36) 13,2 (9) 86,8 (59) 5,8 2,5-13,6 p< 0,001
Familie Weiblich 41,9 (13) 58,1 (18) 22,6 (7) 77,4 (24) 2,5 0,8-17,5 p=0,174

Definierte man Ubergewicht mit einem BMI >25,0 kg/m® (was einer Zusammenfassung von
Praadipositas und Adipositas Grad 1-3 entspricht) und stellte betroffene Personen den Normal- bis
Untergewichtigen gegeniiber, so bestitigte sich im Untersuchungskollektiv: 71,7% der Probanden
waren iibergewichtig. Der Anteil der Ubergewichtigen lag bei minnlichen Koronarpatienten mit
69,1% leicht unter dem der zugehorigen Kontrollpatienten mit 75% (OR= 0,7; p= 0,567). Bei den
Frauen mit Makroangiopathie wurden 67,7% den Ubergewichtigen zugeordnet, wihrend in der

zugehorigen Kontrollgruppe der Anteil bei 74,2% geringfiigig hoher lag (OR= 0,7; p= 0,780).
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Wegen ihrer hdufigen Assoziation mit Erkrankungen des metabolischen Syndroms wird die
Hyperurikdmie -dhnlich wie die Adipositas- zumindest als Risikoindikator mit der KHK in
Zusammenhang gebracht. Eine Zuordnung in die Gruppe der Hyperurikdmiker erfolgte bei
vorbestehender Diagnose, medikamentdser Therapie oder bei einem aktuellen Harnsdurespiegel
von mehr als 357 pumol/l bei den weiblichen und 381 umol/l bei den ménnlichen Probanden
(Herold 2003). Der Anteil der Hyperurikdmiker betrug bei 99 Fillen und 99 Kontrollen 47,3% (p=
1,000), wobei er bei Mannern mit 54,8% insgesamt hoher lag als in der weiblichen Population mit
(31,7%). Das OR war 1,0 und zeigte keine Geschlechtsabhingigkeit.

Von einer oft als unabhingiger Risikofaktor bezeichneten Hyperfibrinogendmie wurde in
vorliegender Studie bei einem Serumspiegel von mehr als 3,5 g/l ausgegangen. Unter 128
ménnlichen Personen lag der Anteil mit erhdhtem Fibrinogen insgesamt bei 39,1%, unter 58
weiblichen Personen bei 44,8%. Bei der Unterscheidung zwischen Koronarpatienten und —
kontrollen zeigte sich in der Tendenz eine Geschlechtsabhidngigkeit: Der Risikoquotient fiir
Hyperfibrinogendmie betrug 1,5 unter den Ménnern (p= 0,365), und -bei Gleichverteilung auf die
Studienpopulationen- 1,0 unter den Frauen (p= 1,000).

Zur Bewertung des Risikofaktors ,,Korperliche Inaktivitit in der Freizeit” wurden Patienten, die
nach eigenen Angaben riickblickend iiberwiegend nicht oder nur wenig korperlich aktiv lebten
(z.B. in Form nur kurzer Spazierginge oder langsamen Radfahrens) jenen gegeniibergestellt, die
sich iiberwiegend mittelstark (Dauerldufe, Arbeit im Garten, Schwimmen, etc.) oder stark
(regelméBiges Sporttraining) trainierten. So betrug der Anteil der sich kdrperlich mittelstark bis
stark beanspruchenden Patienten insgesamt 37,2%. Die Gruppe der aktiven Frauen machte 40,3%
aus, und verteilte sich im Verhéltnis von 1 : 1,8 auf Félle und Kontrollen (OR= 2,6; p= 0,120).
Dem vergleichbar betrug der Anteil kdrperlich aktiver Ménner 35,8% und verteilte sich im gleichen
Verhiltnis (OR=2,5 ; p=0,019). Aus der deutlichen Tendenz bei den Frauen und dem signifikanten
Ergebnis bei den Méannern errechnete sich auch fiir die betrachtete Gesamtgruppe ein statistisch
signifikanter Verteilungsunterschied (OR= 2,6; p= 0,003), also ein Ergebnis, das dem Status der
,korperlichen Inaktivitét in der Freizeit™ als Risikofaktor der KHK entsprach.

Im Rahmen des halboffenen Interviews gaben 78,3% der Patienten an, unter psychosozialem Stress
(privater und/oder beruflicher Stress) zu leiden. Das subjektive Empfinden des Patienten war hier
ausschlaggebend fiir die Zuordnung des Merkmals ,,psychosozialer Stress“. Die Bedeutung des
psychosozialen Stresses als Risikofaktor der KHK war auf diese vereinfachte Weise nicht
nachvollziehbar: Mit einem Anteil von 67,7% unter den Koronarpatientinnen und 87,1% unter den
weiblichen Kontrollpatienten betrug das OR 0,3 (p= 0,127). Bei den ménnlichen Probanden ergab
sich aus den Anteilen von 76,5% bei den Koronar- und 80,9% bei den Kontrollpatienten fiir den
Risikoquotienten lediglich 0,8 ; es lag kein signifikanter Unterschied vor (p= 0,676).

Ein Myokardinfarkt in der Familienanamnese erwies sich mit dem Nachweis einer koronaren

Makroangiopathie deutlich assoziiert. Unter der Annahme, dass ein Myokardinfarkt meist gut
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erinnert wird, wurden die Patienten mit positiver Familienanamnese jenen mit negativer oder aus
unterschiedlichen Griinden unklarer oder liickenhafter Anamnese gegeniibergestellt. Trotzdem
ergab die Auswertung eine relative Risikoquote von 4,3 : 1 fiir die Gesamtheit der Patienten mit
positiver Familienanamnese (30,8%), denn 45,5% der Koronarpatienten — sie selbst hatten alle
mindestens einen Infarkt {iberlebt - , aber nur 16,2% der koronargesunden Kontrollen berichteten
iiber Infarktgeschehen bei Verwandten ersten und zweiten Grades (p< 0,001). Dieser
Zusammenhang war bei den Ménnern mit insgesamt 30,1% positiver Infarktanamnese stark und
signifikant (OR=5,8; p< 0,001), bei den Frauen mit insgesamt 33,3% positiver Familienanamnese
schwiécher und nicht signifikant ausgepragt (OR=2,5; p=0,174).

Bei der Betrachtung des vor Krankheitsbeginn vorherrschenden Erndhrungsverhaltens diente eine
bewusst gesundheitsorientierte Erndhung (reichlich Obst, Gemiise, Vollkornprodukte; weitgehende
Vermeidung tierischer Fette) als Referenzkategorie. Weitere Kategorien waren zum einen eine
vorherrschende Mischkost, zum anderen eine Erndhrungsweise, die durch den ausgeprdgten oder
iiberwiegenden Verzehr tierischer Fette, reichlicher Siifispeisen oder durch einen hohen

Speisesalzkonsum gekennzeichnet war (s. Tab. 11).

Tab. 11: Risikoquotientenbestimmung mittels einfaktorieller bindrer logistischer Regression
aus dem Vergleich der Anamnesen von Koronarpatienten mit Infarktereignis mit
Kontrollen ohne koronare Makroangiopathie. Signifikante Risikoquotienten-
Steigerung  durch  einseitige, fettreiche = Erndhrung in Bezug auf
gesundheitsorientierte Kost (OR=4,1; p=0,001).

KHK Kontrollen
Bestimmendes Erndhrungsverhalten [n=99] [n=99] OR 95%- Signifikanz
Konfidenzint | (einfaktoriell)
% d.F. (n) % d.K. (n) ervall
gesundheitsorientiert (Referenz) 14,1 (14) 25,3 (25) 1
Mischkost 39,4 (39) 54,5 (54) 1,3 0,6-2.8 p=0,519
einseitig/fettreich 46,5 (46) 20,2 (20) 4,1 1,8-9,5 p= 0,001

Der Anteil von Personen mit einer demnach eher einseitigen, unausgewogenen
Erméhrungsgewohnheit betrug 46,5% unter den Féllen, und nur 20,2% bei den koronargesunden
Kontrollen. 39,4% der Koronarpatienten und 54,5% der Kontrollgruppe aflen eine
»durchschnittliche Mischkost*, wiahrend sich 14,1% der Personen mit Makroangiopathie gegeniiber
25,3% aus der Vergleichsgruppe gesundheitsorientiert erndhrten. Dies ergab in Bezug auf die
letztgenannte Gruppe ein OR von 1,3 (p= 0,519) fiir ,,Gemischtkostler* und von 4,1 fiir die Gruppe
mit einseitiger Erndhrung (signifikant bei p= 0,001). Mischkost stellte somit in Bezug auf eine
gesundheitsorientierte Erndhrung keinen Risikofaktor hinsichtlich des koronaren Risikos dar.
Dagegen konnte eine ungesunde Erndhrungsgewohnheit im Vergleich mit gesundheitsorientierter

Eméhrungsweise als Risikofaktor identifiziert werden.
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Im Geschlechtsvergleich fiel auf, dass der Anteil der sich einseitig und fettreich erndhrenden
ménnlichen Patienten ca. 1,5-fach grofer war als der der weiblichen Teilnehmer (37,5% vs.
24,2%). Der Anteil weiblicher Probanden mit bewusst gesundheitsorientierter Erndhrung stellte
sich gut dreimal so groB dar wie der der befragten Minner (37,2% vs. 11,8%). Einseitige
Erndhrung war auch bei geschlechtsspezifischer Betrachtung ein risikosteigernder Faktor. Der
Risikoquotient in Bezug auf sich gesund erndhrende Probanden betrug 4,8 bei den Méannern (95%-

CI: 1,4-16,2; p=0,011) und 4,3 bei den Frauen (95%-CI: 1,0-17,7; p= 0,045).

4.1.4 Laborbiochemische Charakterisierung

Detaillierte Angaben zur laborbiochemischen Charakterisierung sind den Tab. 12 und 13 zu

entnehmen (Referenzwerte in Tab. 1, Abs. 3.3).

(a) Fettstoffwechsel: Ein Vergleich der Fall- und Kontrollgruppe durch kategoriale
Zuordnung der Probanden in fettstoffwechselbezogene Risikogruppen erfolgte bereits im
vorangegangenen Kapitel. Im Folgenden sind die Ergebnisse der im Rahmen der Erhebung
bestimmten Fettstoffwechselparameter aufgefiihrt (s. Tab. 12). Dabei ist zu beriicksichtigen, dass
51,5% der Koronarpatienten und 25,3% der Kontrollen einer aktuellen oder auch zuriickliegenden
lipidsenkenden medikamentdsen Therapie unterlagen.

Das HDL-Cholesterin lag in allen Vergleichsgruppen im Durchschnitt leicht unter dem
Referenzbereich > 1,5 mmol/l. Bei den Frauen war ein leichter Trend zu geringerem HDL-
Cholesterin in der Fallgruppe feststellbar (p= 0,090).

Das Gesamtcholesterin dagegen erreichte durchschnittlich Werte leicht {iber der Referenz von 5,2
mmol/l. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Koronarpatienten und Kontrollen.
Die Messwerte des LDL-Cholesterins lagen fiir alle Probandengruppen klar im Referenzbereich
von kleiner 3,9 mmol/l. Die Mittelwertdifferenz zwischen mannlicher Fall- und Kontrollgruppe
war mit 0,2 mmol/l geringfiigig und nicht signifikant (p= 0,196). Verteilungsbedingt gestaltete sich
der Vergleich zwischen den weiblichen Probanden wie schon beim Gesamtcholesterin schwierig:
Die Verteilung war linksschief fiir die Fall- und rechtsschief fiir die Kontrollgruppe. Diese Gruppen
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen (siche Anmerkungen zu Tab.12).

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Gesamtheit der Patienten mit Makroangiopathie und
Koronargesunden ergab sich fiir den LDL/HDL-Quotienten (p= 0,028). Er lag bei weiblichen und
méinnlichen Probanden der Fallgruppe hoher als bei den Kontrollen.

Ein Haupt-Apolipoprotein des gefiBprotektiven HDL-Partikels, das Apolipoprotein Al, erreichte
bei den weiblichen Kontrollpatientinnen im Durchschnitt signifikant hohere Konzentrationen als
bei den zugehdrigen Patientinnen der Fallgruppe (p= 0,046). Die gleiche Tendenz zeigte sich

schwicher auch bei den Méannern. Alle Durchschnittswerte lagen im Referenzbereich.
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Das Apolipoprotein-B (als Apo-B100 die grofite Proteinfraktion in allen atherogenen
Lipoproteinen: LDL, IDL, VLDL, Lp(a) ) wurde ebenfalls zur Risikoeinschitzung herangezogen.
Allerdings zeigte sich eine deutliche Tendenz zu hoheren Werten in der Fallgruppe nur bei den
ménnlichen Probanden (p= 0,070). Die Durchschnittswerte lagen wiederum innerhalb der Grenzen

des Referenzbereiches.

Tab. 12: Vergleichende Zusammenstellung der fettstoffwechselbezogenen Laborparameter.
"unter Annahme einer Normalverteilung mittels t-Test fiir unabhingige Stichproben (s. Abs. 3.5);

% alternativ mittels Mann-Whitney-U-Test (Exakt);

3 bei schiefen Verteilungen oder Einfluss von AusreiBern zusitzliche Angabe des Medianes

KHK: Kontrollen: einfaktorieller
Anzahl Mittelwert = SD Mittelwert = SD Signifikanztest'

(F/K) (z= Median)’ (z= Median)’ o= 0,05
HDL Gesamt 96/96 1,2+04 (z=1,2) 1,3+04 (z=1,3) p=0,147"2
(mmol/l) mannlich 65/65 1,2+£0,3 (z=L,1) 1,2:0,4 (z=1,2) p=10,487°
weiblich 31/31 1,3+04 (z=1,3) 1,5+04 (z=1,4) p=0,090*

Gesamt- gesamt 96/96 5,6 +1,1 55+1,2 p= 0,466
cholesterin ménnlich 65/65 55+1,2 53+1,0 p=0,222
(mmol/l) weiblich 31/31 58+1,0 (z=5.8) 59+1,3 (z=5.5) p= 0,903 *
LDL gesamt 95/95 3,5+1,0 3,3+0,9 p= 0,249
(mmol/1) ménnlich 64/64 34+1,1 3,2+0,9 p=0,196
weiblich 31/31 35409 (z=3.8) 35+1,0 (z=3.,3) p=10,5592
LDL/HDL- gesamt 95/95 3,1+1,2 (z=2,9) 2,7+1,0 (z=2,5) p=0,028*
Quotient ménnlich 64/64 32+1,2 (z=3,0) 2,8+1,0 (z=2,7) p=10,126 2
weiblich 31/31 29+ 1,1 (z=2,7) 2,5+ 1,0 (z=2,3) p=0,100"

Apo-Al (g/l) gesamt 95/95 1,32+0,25 1,39+0,25 p=0,059
ménnlich 65/65 1,29+ 0,24 1,34+ 0,24 p=0,284
weiblich 30/30 1,40 + 0,28 (z= 1,37) 1,52+ 0,23 (z= 1,49) p= 0,046

Apo-B (g/l) gesamt 96/96 1,22+0,32 1,15+0,28 p=0,112
ménnlich 65/65 1,23+0,31 (z= 1,16) 1,12 + 0,25 (z= 1,08) p=0,070"2
weiblich 31/31 1,21+ 0,34 (z= 1,14) 1,22 + 0,34 (z= 1,14) p=10,933?
Triglyzeride gesamt 97/97 22+1,6 (z=1,8) 2,1+£1,9 (z=1,6) p=0,159 2
(mmol/l) mannlich 66/66 23+1,7 (z=2,0) 1,9+1,3 (z= L5) p=0,114"
weiblich 31/31 1,9+ 1,3 (z=1,7) 24+27 (z=1,6) p=0,9552
Lp(a) (g/) gesamt 95/95 0,38+ 0,42 (z=0,21) 0,24 £ 0,29 (z= 0,14) p=0,018"
ménnlich 64/64 0,38 + 0,39 (z= 0,28) 0,24 + 0,30 (z= 0,10) p=10,007 *
weiblich 31/31 0,37 £+ 0,49 (z= 0,12) 0,24 £ 0,27 (z= 0,17) p=0,792"2

Die Verteilung der Messwerte des atherogenen Lipoprotein(a) war in allen Vergleichsgruppen stark
rechtsschief und von AusreiBern zu hohen Werten hin geprigt. Ein Gruppenvergleich auf der
Ebene der Rangsummen ergab das gleiche Bild wie bei der kategorialen Unterscheidung in
Abschnitt 4.1.3: signifikant hoheres Lipoprotein (a) bei méannlichen Koronarpatienten gegeniiber
den Kontrollen (p= 0,007), dagegen keine eindeutige Differenzierbarkeit bei den weiblichen
Probanden.

Bei den Triglyzeriden wiesen die Messwerte in allen Vergleichsgruppen ebenfalls Ausreiler zu

hohen Werten hin auf, wobei die Mediane stets im Referenzbereich lagen. Im Vergleich von Fall-
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und Kontrollgruppe fiel unter den Ménnern ein um 0,5 mmol/l héherer Median in der Fallgruppe

auf. In keinem Vergleich zeigte sich Signifikanz.

(b) Gerinnung und Fibrinolyse: Die Analysenergebnisse der Parameter aus dem Bereich der
Blutgerinnung und Fibrinolyse sind in Tab. 13 dargestellt. 39,4% der KHK-Patienten und 46,5%

der Kontrollpatienten wurden mit Antikoagulantien therapiert.

Tab. 13: Vergleichende Zusammenstellung von Gerinnungs- und Fibrinolyseparametern
"unter Annahme einer Normalverteilung mittels t-Test fiir unabhingige Stichproben (s. Abs. 3.5);

% alternativ mittels Mann-Whitney-U-Test (Exakt);

3 bei schiefen Verteilungen oder Einfluss von AusreiBern zusitzliche Angabe des Medianes

KHK: Kontrollen: einfaktorieller
Anzahl Mittelwert + Standardabw. | Mittelwert + Standardabw. Signifikanztest'
(F/K) (z= Median)’ (z= Median)’ o= 0,05

PAI (E/ml) Gesamt 83/83 3.8+2,7 (z=3,7) 3,623 (z=3,3) p=0,642>
ménnlich 56/56 3,627 (z=3,3) 3,5+2,5 (z=3,0) p=10,784 2
weiblich 27/27 4327 (z=44) 38+2,1 (z=3.,5) p=10,489>
Fibrinogen gesamt 93/93 3,6£1,3 (z=3,3) 35+1,1 (z=3.3) p=0,596*
(g/l) ménnlich 64/64 3714 (z=3.5) 3412 (z=3,1) p=0,291"
weiblich 29/29 3,5¢1,0 (z=3,3) 3,609 (z=3,5) p=10,509 >
Protein S- gesamt 74/74 101 +31 99 £ 31 p=0,769
Aktivitdt (%) | ménnlich 48/48 100 £ 27 100 £ 32 p=0,984
weiblich 26/26 101£37 (z=109) 97+29 (z=99) p=10,964 2
Protein C (%) | gesamt 79/79 11522 (z=116) 10926 (z=112) p=10,1892
ménnlich 51/51 11822 (z=120) 106 £24 (z=107) p=0,0172
weiblich 28/28 11020 (z=113) 114£28 (z=119) p=0.213"
Antithrombin | gesamt 90/90 96+13 100+ 16 p=0,031
I (%) mannlich 61/61 95+13 99+ 15 p=0,169
weiblich 29/29 96 = 14 103 17 p=0,079

Der primére endotheliale Inhibitor der Plasminogenaktivatoren (PAI-1) war bei den weiblichen
Patienten der Fallgruppe durchschnittlich hdher als bei den koronar unauffilligen Frauen,
allerdings ohne signifikanten Unterschied (p= 0,489). Der Median der Gruppe aus
Koronarpatientinnen war erhoht gegeniiber dem Referenzwert (< 3,5 E/ml).

Die Mediane fiir das Fibrinvorldufermolekiil Fibrinogen lagen in allen Vergleichsgruppen im
oberen Referenzbereich. Im Vergleich Fille versus Kontrollen waren geringfiigige Unterschiede
der Durchschnittskonzentrationen feststellbar, allerdings mit gegenldufiger Tendenz bei Ménnern
und Frauen.

In der Gruppe der Antagonisten der plasmatischen Gerinnung lagen sdmtliche Durchschnittswerte
im Referenzbereich. Fiir die Protein-S-Aktivitdt konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Fall- und Kontrollgruppen ermittelt werden. Dafiir errechnete sich aus den Protein-C-Messwerten
maénnlicher Probanden ein signifikanter Verteilungsunterschied (p= 0,017) bei héherem Mittel- und
Zentralwert in der Fallgruppe. Jedoch unter den Frauenkollektiven wies die Tendenz beziiglich des

Protein C in die entgegengesetzte Richtung (p= 0,213). Die Aktivitdten von Antithrombin III, dem
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wichtigen Inhibitor der Serin-Proteasen der Gerinnungskaskade, waren insgesamt in der Gruppe

der Kontrollen signifikant hoher als bei den Koronarpatienten (p= 0,031).

4.2 Ein Basismodell aus fiinf Hauptrisikofaktoren

Fiir eine mehrfaktorielle Betrachtung von wichtigen ,klassischen® Risikofaktoren der koronaren
Makroangiopathie wurde ein Einschlussmodell fiir eine binédre logistische Regression erstellt.
Dieses Modell sollte ferner Basis fiir eine weitere Analyse der in vorliegender Arbeit untersuchten
Zytokingenpolymorphismen mit signifikanten Verteilungsunterschieden zwischen Koronar- und
Kontrollpatienten sein (s. Abs. 4.4).

Die logistische Regression ermdglichte die Schitzung von Risikoquotienten unter
Beriicksichtigung des Einflusses anderer in das Modell aufgenommener Faktoren, fiir die keine
Strukturgleichheit geschaffen werden konnte (adjustierte ORs). Das in vorliegender Arbeit erstellte
»Basismodell“ schlieft die von der American Heart Association und dem American College of
Cardiology neben einem hoheren Lebensalter als unabhéngige Hauptrisikofaktoren bezeichneten
Parameter Zigarettenrauchen, arterielle Hypertonie, Hypercholesterinimie, niedriges HDL-
Cholesterin und Diabetes mellitus (Grundy et al. 1999) auf der Grundlage der in Abschnitt 4.1.3
dargelegten Kategorisierungen ein (s. Tab. 14). Nach einem paarweisen Ausschluss von Probanden
bei Auftreten von Datenliicken zur Erhaltung der Alters- und Geschlechtshomogenitit zwischen
Koronar- und Kontrollpatienten konnten 164 Personen in das Basismodell einbezogen werden.

Mit der bindren logistischen Regression konnten die statistischen MafBle (adjustiertes) OR,
zugehoriges 95%-Konfidenzintervall und p-Wert fiir die Faktoren des Modells bestimmt werden.
Der Prozentsatz der unter Einbezug der Modellfaktoren richtig der Fall- oder Kontrollgruppe
zugeordneten Probanden veranschaulicht die Giite des Modells, bezichungsweise die Verbesserung
oder Verschlechterung des Modells nach Einbezug eines weiteren Faktors.

Anhand des (nicht-optimierten) Basismodells aus fiinf Hauptrisikofaktoren konnten 67,7% der
Zuordnungen in die KHK- oder Kontrollpatientengruppe korrekt umgesetzt werden, d.h. der
gemeinsame Anteil der ,,falsch-positiven® und ,,falsch-negativen* Diagnosen belief sich auf 32,3%.
Unter den Ergebnissen zeigte sich fiir den Risikofaktor Hypercholesterindmie ein signifikant
erhohtes OR von 2,5. Keine signifikante Assoziation der koronaren Makroangiopathie ergab sich
mit den Faktoren Hypertonie (OR= 1,1) und niedriges HDL-Cholesterin (OR=1,1); sie waren nicht
zur Unterscheidung von Fall- und Kontrollgruppe geeignet. Damit entsprachen die Effekte der
genannten Faktoren in etwa den Ergebnissen der einfaktoriellen Betrachtungen (s. Abs. 4.1.3).

Bei Uberpriifung des Modells stellte sich ein signifikanter Interaktionsterm der Faktoren Diabetes
mellitus und Rauchen heraus, der zunédchst durch Einbeziehung des Interaktionsterms in das
Regressionsmodell und eine geschichtete Betrachtung der Ergebnisse fiir diese beiden Faktoren

Beriicksichtigung fand (s. Tab. 14): So konnte fiir nicht rauchende Diabetiker (n= 14) in Relation
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zu Probanden, die weder rauchten, noch zuckerkrank waren (n= 39), ein OR von 6,4 (p< 0,01), fiir
Raucher ohne Diabetes mellitus (n=94) ein OR von 7,7 (p< 0,001) und fiir Probanden, die rauchten
und zuckerkrank waren (n=17) ein OR von 4,6 (p< 0,05) berechnet werden. Der letztgenannte Wert
errechnete sich anhand der Regressionskoeffizienten der Faktoren Diabetes (1= 1,854), Rauchen
(82=2,039) und des Interaktionsterms (B3= -2,369) zu OR= ¢®'"P**™= 46 und fand in einem
Kontrollmodell mit Einschluss einer gemeinsamen und geschichteten Variablen aus den Faktoren
Diabetes mellitus und Rauchen eine Bestétigung.

Es fanden sich im Basismodell keine weiteren Hinweise auf Interaktionen oder Abhéngigkeiten der
Faktoren des Modells untereinander. Die Faktoren Geschlecht und Alter, fiir die ja insgesamt
Strukturgleichheit vorlag, wurden zur Probe in das Modell einbezogen und waren

erwartungsgemil ohne Einfluss.

Tab. 14: Ergebnisse der bindren logistischen Regression mit den Faktoren Hypertonie,
erniedrigtes HDL, Hypercholesterinimie, Rauchen und Diabetes mellitus
(,,Basismodell“) mit n =164 Patienten. Es ergab sich ein signifikanter
Interaktionsterm zwischen den Faktoren ,,Diabetes und ,,Rauchen®, der im Modell
beriicksichtigt wurde.

Faktoren im Modell Regressions- OR Konfidenzintervall Signifikanz
koeffizient f3 (Exp B) (95%)

Hypercholesterindmie 0,932 2,5 1,1-57 p= 0,025
Hypertonie 0,056 1,1 0,5-22 p=0,877
HDL-Cholesterin < 0,9 mmol/l 0,132 1,1 0,4-33 p=10,810
Diabetes (fiir Nichtraucher) * 1,854 6,4 1,6 —25,7 p= 0,009
Rauchen (fiir Raucher ohne Diabetes) * 2,039 7,7 3,0-19,6 p< 0,001
Interaktionsterm Rauchen/Diabetes -2,369 0,1 0,02 -0,53 p= 0,008
*(Referenzgruppe aus nicht rauchenden

Nichtdiabetikern)

Die Beeinflussung des koronaren Risikos durch die Faktoren Rauchen und Diabetes mellitus an
sich sowie der signifikante Interaktionsterm beider Faktoren in diesem Modell verlangten eine
wahre Stratifizierung, also eine Aufteilung des gesamten Probandenkollektivs primédr nach den
Auspragungen des jeweils nicht betrachteten Faktors. Obwohl dieses Vorgehen aufgrund der damit
verbundenen Verkleinerung der Kollektive und einer asymmetrischen Verteilung von Alters- und
Geschlechtszugehorigkeit der Probanden in den neuen Untergruppen problematisch ist, wurden
diese Berechnungen zusétzlich durchgefiihrt: Die Ergebnisse werden in Bezug auf die Faktoren
Diabetes mellitus und Rauchen im Folgenden dargestellt:

Bei der Berechnung der bindren logistischen Regression mit den Faktoren Diabetes mellitus,
erniedrigtes HDL, Hypercholesterindmie und arterielle Hypertonie nach Aufteilung der Probanden

in Raucher (n= 111) und Nichtraucher (n= 53) ergab sich ein signifikant erh6htes OR fiir Diabetes
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unter den Nichtrauchern (OR= 9,8; 95%-KI 12,0 -47.8¢; p<0,01), aber kein signifikantes Ergebnis
unter den Rauchern (OR=0,5; 95%-KI 40,2 - 1,6 F; p= 0,251). Der Effekt des Diabetes unter den
Nichtrauchern war unabhingig von den anderen Faktoren des Modells sowie dem Faktor
Geschlechtszugehorigkeit und zeigte bei Einbezug des Faktors Altersgruppenzugehorigkeit eine
Zunahme auf OR= 35,1 (p< 0,01). Die ohnehin nicht signifikanten Effekte der Faktoren Hypertonie
und erniedrigtes HDL zeigten im Grundkollektiv der Nichtraucher eine Abhidngigkeit vom
Einbezug des Faktors Diabetes. Es fanden sich keine signifikanten Interaktionsterme.

Zur besseren Veranschaulichung dieses Ergebnisses wurden die Verteilungen der Probanden (aus
dem gesamten Kollektiv) gemil der stratifizierten Betrachtungsweise und bezogen auf den Faktor

Diabetes mellitus in einer Kreuztabelle dargestellt (s. Tab. 15).

Tab. 15: Verteilung der Diabetiker auf Fall-/Kontrollgruppe nach Stratifizierung in
Raucher/Nichtraucher. Signifikante (p< 0,01) Assoziation von koronarer
Makroangiopathie und Diabetes unter Nichtrauchern (OR= 5,8).

KHK- Kontroll-
Patienten patienten
Spalten-% (n) Spalten-% (n)
Raucher/ Diabetes mellitus 15,0% 16,7%
Starke Passivraucher (12) (9)
(n=134) Kein Diabetes 85,0% 83,3%
(68) (45)
Gesamt 100% 100%
(80) (54)
Nichtraucher/Gelegenheitsraucher Diabetes mellitus 52,9% 16,3%
(n=60) &) @)
Kein Diabetes 47,1% 83,7%
(8) (36)
Gesamt 100% 100%
(17) (43)
Fisher Exakt-Test (2-seitige Signifikanz.): Einfaktorielles OR:
Raucher: p= 0,812 Raucher: OR= 0,882; 95%-KI={0,3 —2,3 |
Nichtraucher: p= 0,008 Nichtraucher: OR= 5,786, 95%-KI=}1,7 - 20,2

Es zeigte sich, dass die Ergebnisse des Regressionsmodells nach Stratifizierung auch bei
Betrachtung der Verteilungen nachvollziehbar waren. Unter den Rauchern (n= 134) lag in Bezug
auf den Risikofaktor Diabetes mellitus kein signifikanter Verteilungsunterschied zwischen KHK-
und Kontrollpatienten vor. Dagegen war in der Gruppe der Nichtraucher (n= 60) ein signifikanter
Verteilungsunterschied feststellbar (p< 0,01) und der Anteil der Diabetiker unter den
Koronarpatienten mehr als dreimal so gro3 wie unter den Koronargesunden. Das einfaktoriell
bestimmte OR von 5,8 wies somit ebenso wie das Ergebnis der stratifizierten mehrfaktoriellen
Regression die Zuckerkrankheit unter Nichtrauchern als signifikant assoziiert mit der KHK aus. In
der Gruppe der Raucher war dieses Ergebnis nicht nachvollziehbar. Die Abweichungen in den
Fallzahlen kamen durch den paarweisen Ausschluss von Probanden bei Auftreten von Datenliicken

im mehrfaktoriellen Modell zustande.
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Eine vergleichbare Ergebniskonstellation ergab sich bei Aufteilung des gesamten
Probandenkollektivs in Diabetiker und Nichtdiabetiker und bei Betrachtung des Effektes des
Faktors Rauchen in Bezug auf den Koronarstatus im bindr logistischen Regressionsmodell
zusammen mit den Faktoren arterielle Hypertonie, erniedrigtes HDL und Hypercholesterindmie:
Unter Diabetikern (n= 31) konnte keine signifikante Assoziation des Faktors Rauchen mit dem
Koronarstatus errechnet werden (OR= 0,5; 95%-KI30,1 — 2,61; p=0,416). Dagegen zeigte die
Berechnung in der Gruppe der Nichtdiabetiker (n= 133) eine signifikante Erhohung des
Risikoquotienten durch Zigarettenkonsum (OR= 7,8; 95%-KI 3,0 — 19,9 F; p< 0,001). Das
Ergebnis war unabhéngig von den anderen Faktoren des Modells sowie von Alter und Geschlecht.

Es konnten keine Interaktionen unter den Modellfaktoren festgestellt werden.

Tab.16: Verteilung der Raucher auf Fall-/Kontrollgruppe nach Stratifizierung in
Diabetiker/Nichtdiabetiker. Signifikante (p< 0,001) Assoziation von Rauchen und
koronarer Makroangiopathie unter Nichtdiabetikern (OR= 6,8).

KHK- Kontroll-
Patienten patienten
Spalten-% (n) Spalten-% (n)
Diabetiker Raucher 57,1% 56,3%
(n=37) (12) 9)
Nichtraucher 42,9% 43,8%
® @)
Gesamt 100% 100%
(21) (16)
Nichtdiabetiker Raucher 89,5% 55,6%
(n=157) (68) (45)
Nichtraucher 10,5% 44.4%
®) (36)
Gesamt 100% 100%
(76) (81)
Fisher Exakt-Test (2-seitige Signifikanz.): Einfaktorielles OR:
Diabetiker: p= 1,000 Diabetiker: OR= 1,037; 95%-KI=} 0,3-3,9
Nichtdiabetiker: p< 0,001 Nichtdiabetiker: OR=6,800; 95%-KI={2,9-16,0 }

Auch bei dieser Stratifizierung spiegelte eine Betrachtung der Verteilungen in einer Kreuztabelle in
Bezug auf den Faktor Rauchen die in der Regression berechneten Ergebnisse wieder (s. Tab. 16):
Unter den Diabetikern (n= 37) zeigte sich bei Betrachtung des Faktors Zigarettenkonsum kein
signifikanter Verteilungsunterschied zwischen koronarkranken und —gesunden Patienten. Im
Kollektiv der Nichtdiabetiker (n= 157) hingegen lag ein signifikanter Verteilungsunterschied (p<
0,001) vor. Dabei war der Anteil der Raucher unter den Koronarpatienten ungefahr eineinhalbmal
grofer als unter den Koronargesunden. Umgekehrt erwies sich der Anteil der Nichtraucher unter
den Kontrollpatienten mehr als viermal so groB im Vergleich zur Fallgruppe. Unter den
Nichtdiabetikern stellte sich das Rauchen mit einem OR von 6,8 somit (wie auch das Ergebnis der
stratifizierten mehrfaktoriellen Regression belegt) als signifikanter Faktor in Assoziation zur
Erkrankung an koronarer Makroangiopathie heraus. Fiir das Kollektiv der Diabetiker war dieser

Zusammenhang nicht zu bestétigen.
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4.3 Genetische Charakterisierung der Patientenkollektive mit Hilfe von TNF-Polymorphismen

In der vorliegenden Arbeit wurden ein TNFa- und zwei TNFB-SNPs auf eine mogliche Bedeutung
als genetische Risikoparameter der koronaren Makroangiopathie untersucht. Eine Hardy-
Weinberg-Verteilung der Genotypen lag fiir alle drei SNPs im Gesamtkollektiv vor. Fiir die
Genotypen eines jeden SNP wurde die Auswertung nach einem kodominanten, einem rezessiven

und einem dominanten genetischen Modell gepriift.

4.3.1 Die Genotypverteilung des (c.-308 G>A)-TNFa-SNP

Die Analyse der Allelfrequenzen des (c.-308 G>A)-TNFa-SNP ergab, dass das Allel A mit einer
Allelfrequenz von 0,165 unter den Probanden auftrat. Als insgesamt haufigster Genotyp stellte sich
der GG-Genotyp heraus; er lag bei 71,0% der Probanden vor, gefolgt vom GA-Genotyp mit 25,0%
und dem AA-Genotyp mit 4,0% (s. Abb. 8).
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Abb. 8: Genotypverteilung des (c.-308 G>A)-TNFa-SNP bei Koronar- (n= 88) und
Kontrollpatienten (n= 88)

Bei der Darstellung der Genotypverteilungen unter Koronarpatienten (n= 88) und den zugehorigen
koronargesunden Kontrollpatienten (n= 88) féllt besonders die ungleiche Verteilung des seltenen
AA-Genotyps auf, der sechsmal unter den Koronarkranken, aber nur einmal in der
Vergleichsgruppe auftrat. Die Genotypen GG und GA waren zwischen den beiden Gruppen
anndhernd gleich haufig; 48,8% des Genotyps GG und 47,7% des Genotyps GA entfielen auf die
Fallgruppe (s. Tab. 17).

Demzufolge fiel die statistische Priifung auf Verteilungsunterschiede am deutlichsten fiir ein A-

rezessives Modell (GG+GA vs. AA) aus (n.s.; p= 0,118). Fiir das kodominante Modell ergab sich
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ein p-Wert von 0,200. Die Gegeniiberstellung der A-Allel-Triager und der Probanden mit GG-
Genotyp (A—dominantes Modell) maskierte die Ungleichverteilung von AA-Genotypen und zeigte

keinen nennenswerten Verteilungsunterschied zwischen Fallen und Kontrollen (p= 0,740).

Tab. 17: Verteilungen der Genotypen des (c.-308 G>A)-TNFa-SNP unter Annahme
verschiedener genetischer Modelle
Modell Genotyp KHK [n=88] Kontrollen [n=88]
% (n) % (n)
kodominant GG 69,3 (61) 72,7 (64)
GA 23,9 (21) 26,1 (23)
AA 6.8 (6) L1 (1)
A- rezessiv GG+GA 932 (82) 98,9 (87)
AA 6.8 (6) L1 (1)
A- dominant AA+GA 30,7 (27) 273 (24)
GG 69,3 (61) 62,5 (64)
Exakter Test n. Fisher: Verteilung KHK-Gruppe vs. Kontrollen:
kodominant: p= 0,200
A- rezessiv: p=0,118
A- dominant: p=0,740

Eine gesonderte Betrachtung der wenigen A-Homozygoten in Bezug zum T60N-TNFB-cSNP (s.
Abs. 4.3.3) in den sechs Fillen, fiir die beide SNPs bestimmt worden waren, zeigte, dass A-
Homozygotie im (c.-308 G>A)-TNFa-SNP stets assoziiert war mit der ebenfalls seltenen und
KHK-assoziierten A-Homozygotie im T60N-TNFB-cSNP (c.348C>A). Dagegen lag ausgehend
von einem AA-Genotyp im T60N-TNFB-cSNP nur in 28,6% der Fille ebenfalls A-Homozygotie in
dem (c.-308 G>A)-TNFa-SNP vor. 7,1% der GA-Heterozygoten des (c.-308 G>A)-TNFa-SNP
waren im T60ON-TNFB-cSNP CC-homozygot.

In Hinblick auf den C13R-TNFB-cSNP (¢.206T>C) waren alle siecben A-Homozygoten des (c.-308
G>A)-TNFa-SNP auch homozygot fiir das hdufige, nicht risikoassoziierte T-Allel (s. Abs. 4.3.2).

4.3.2 Die Genotypverteilung des C13R-TNFp-cSNP

Ein Austausch von Thymin durch Cytosin fiithrt zu dem ¢SNP des TNF( an cDNA-Position 206.
Das C-Allel war mit einer Frequenz von 0,293 nachzuweisen. Den groBiten Anteil am
Probandenkollektiv aus 188 Personen hatte der TT-Genotyp mit 47,9%, nur unwesentlich ofter
nachweisbar als der TC-Genotyp mit 45,7%. 6,4% betrug der Anteil des CC-Genotyps, der in
beiden Vergleichsgruppen gleich hdufig war (s. Abb. 9).

Im weiteren Vergleich zwischen den Patienten mit koronarer Makroangiopathie und den
koronargesunden Kontrollen fiel auf, dass 54,4% des TT-Genotyps bei den Koronarpatienten und
54,7% des TC-Genotyps bei den Kontrollprobanden nachzuweisen waren. Diese leichten

Verteilungsunterschiede waren modellunabhéngig nicht signifikant (s. Tab. 18). Noch am
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deutlichsten fielen sie bei dem C-dominanten Modell (CC+TC vs. TT) ins Gewicht, wo der Anteil

der C-Alleltrager unter den Kontrollen um 8,5% groBer war, als in der Fallgruppe.
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Abb. 9: Genotypverteilung des C13R-TNFB-cSNP (c.206T>C) bei Koronar-

(n=94) und Kontrollpatienten (n= 94)

Bei der Betrachtung des selteneren CC-Genotyps des C13R-TNFB-cSNP (¢.206T>C) in Bezug zu

den beiden anderen SNP fiel auf, dass er in allen Féllen gemeinsam mit dem GG-Genotyp des (c.-
308G>A)-TNFa-SNP (s. Abs. 4.3.1) und in 91,7% der Falle mit dem CC-Genotyp des T60N-
TNFB-cSNP (¢.348C>A) (s. Abs.4.3.3) nachweisbar war.

Tab. 18: Verteilungen der Genotypen des C13R-TNFB-cSNP (c.206T>C) unter Annahme
verschiedener genetischer Modelle

Modell Genotyp KHK [n=94] Kontrollen [n=94]
% (n) % (n)

kodominant TT 52,1 (49) 43,6 (41)
TC 41,5 (39) 50,0 (47)

cc 6,4 (6) 6,4 (6)

C- rezessiv TT+TC 93,6 (88) 93,6 (88)
cc 6,4 (6) 6,4 (6)

C- dominant TT 52,1 (49) 43,6 (41)
TC+CC 47,9 (45) 56,4 (53)

kodominant:
C- rezessiv:
C- dominant:

Exakter Test n. Fisher

Verteilung KHK-Gruppe vs. Kontrollen:

p=0,473
p=1,000
p=0,307
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4.3.3 Die Genotypverteilung des T6ON-TNF[-cSNP
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Genotypverteilung des T6ON-TNFB-cSNP (c.348C>A) bei Koronar-
(n= 87) und Kontrollpatienten (n= 87)

Der T60N-TNFB-cSNP an Position 348 der cDNA entsteht durch den Austausch von Cytosin zu

Adenin. Die Frequenz des A-Allels betrug 0,333 unter 174 Patienten. Der héufigste Genotyp

insgesamt war CC mit 46,0%. Der CA-Genotyp war bei insgesamt 41,4% der Probanden vertreten,
der AA-Genotyp bei 12,6% (s. Abb. 10).

Tab. 19:

verschiedener genetischer Modelle

Modell Genotyp KHK [n=87] Kontrollen [n=87]
% (n) % (n)
kodominant CcC 48,3 (42) 43,7 (38)
CA 33,3 (29) 49,4 (43)
AA 18,4 (16) 6,9 (6)
A-rezessiv CC+CA 81,6 (71) 93,1 (81)
AA 18,4 (16) 6,9 (6)
A-dominant AA+CA 51,7 (45) 56,3 (49)
cC 48,3 (42) 43,7 (38)
Exakter Test n. Fisher Verteilung KHK-Gruppe vs. Kontrollen:
kodominant: p=0,028
A-rezessiv: p= 0,038
A-dominant: p= 0,648

Verteilungen der Genotypen des TO60N-TNFB-cSNP (c.348C>A) unter Annahme

Bei diesem cSNP konnten bei getrennter Betrachtung der Vergleichsgruppen im kodominanten und

im A-rezessiven genetischen Modell signifikante Verteilungsunterschiede festgestellt werden (p=

0,028 bzw. p= 0,038; s. Tab. 19). Besonders klar fiel der Unterschied in der Verteilung des AA-
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Genotyps aus: 72,7% derer, die fir das Allel A homozygot waren, gehorten zu den
Koronarpatienten (n=16). Dagegen war unter den Heterozygoten ein Anteil von 59,7%
koronargesund (n=43). Der Unterschied in der Aufteilung des CC-Genotyps auf die zwei

Vergleichsgruppen war gering.

Tab. 20: Berechnung des ORs anhand der einfaktoriellen binir logistischen Regression fiir
die genetischen Modelle des TO60ON-TNFB-cSNP (c.348C>A) mit signifikantem
Verteilungsunterschied

Modell Genotyp An- zahl OR 95%- Konfidenzintervall Signifikanz
n
Kodominant I CcC 80 1
(Referenz)
CA 72 0,6 03-12 p=0,133
AA 22 2,4 0,9-6,8 p= 0,096
Kodominant IT CA 72 1
(Referenz)
CcC 80 1,6 0,9-3,1 p=0,133
AA 22 4,0 1,4-11,3 p=0,010
A-rezessiv CC+CA 152 1
(Referenz)
AA 22 3,0 1,1-82 p= 0,028

Die Berechnung des OR anhand der einfaktoriellen bindr logistischen Regression fiir die
genetischen Modelle des TOON-TNFB-cSNP (c.348C>A) mit signifikantem Verteilungsunterschied
wies fiir das A-rezessive Modell den AA-Genotyp als signifikant assoziiert mit dem Nachweis
einer koronaren Makroangiopathie aus (OR= 3,0; p< 0,05; s. Tab. 20). Bei Zugrundelegung eines
kodominanten Modells errechnete sich fiir den AA-Genotyp nur in Bezug auf den
Heterozygotenstatus ein signifikant erhohtes OR (OR= 4,0; p= 0,01), wenngleich auch in Bezug
auf den Wildtyp eine gleiche Tendenz erkennbar wurde (OR= 2,4; p< 0,10).

Eine gesonderte Betrachtung des risikoassoziierten AA-Genotyps in Bezug auf die weiteren
untersuchten TNF-SNP zeigte, dass er in 95,5% der Fille gemeinsam mit dem h&ufigen, nicht
risikoassoziierten TT-Genotyp des C13R-TNFB-cSNP (c.206T>C) vorlag (s. Abs. 4.3.2). Auf die
Genotypen des (c.-308 G>A)-TNFa-SNP (s. Abs. 4.3.1) verteilten sich die A-Homozygoten des
T60N-TNFB-cSNP ungefiahr zu gleichen Teilen (zu 33,3% auf den GG-, zu 38,1% auf den GA-, zu
28,6% auf den AA-Genotyp).

4.4 Das A-rezessive Modell des TO60N-TNFB-cSNP im Zusammenhang mit fiinf
Hauptrisikofaktoren der KHK

Bei Auswertung der Verteilungen der TNF-Genotypen zwischen Fall- und Kontrollgruppe in
Abschnitt 4.3 konnten fiir den TO60N-TNFB-cSNP (c.348C>A) modellabhéngig signifikante
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Verteilungsunterschiede konstatiert werden. Besonders klar stellte sich der Unterschied in der
Verteilung des AA-Genotyps dar (s. Abb. 11). Eine weitergehende Analyse der Rolle dieses cSNP
als moglicher Risikoindikator der koronaren Makroangiopathie im Kontext etablierter
Risikofaktoren erschien sinnvoll.

Daher wurde unter Zugrundelegung des A-rezessiven Modells die Homozygotie des A-Allels als
moglicher Risikofaktor in die in Abschnitt 4.2 beschriebene bindre logistische Regression des
,Basismodells“ aus fiinf anerkannten Hauptrisikofaktoren der KHK mit einbezogen. Somit konnte
fiir dieses genetische Modell das OR adjustiert nach den Risikofaktoren Zigarettenrauchen,
arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, niedriges HDL-Cholesterin und Diabetes mellitus
berechnet werden. Die Adjustierung bewirkte dabei eine Beriicksichtigung moglicher
Ungleichverteilungen der Genotypen auf diese fiinf EinflussgréBen, fiir die keine Strukturgleichheit

geschaffen worden war.

100

g
c
S ol . BEes
< m Genotyp CC+CA
% 0 Genotyp AA
E 401D -
2
o
18,4
Kontrollen (n=87) KHK (n=87)
Abb. 11: Signifikanter Verteilungsunterschied (p< 0,05, Exakter Test nach Fisher) im A-

rezessiven Modell des TO60ON-TNFB-cSNP (c.348C>A) bei Koronar- (n= 87) und

Kontrollpatienten (n= 87)
Im Gegensatz zum ,,Basismodell“ in Abschnitt 4.2 lag nach Einschluss des ¢SNP in das
Regressionsmodell kein signifikanter Interaktionsterm zwischen den Faktoren Zigarettenrauchen
und Diabetes mellitus vor; dieser fand dementsprechend keine Beriicksichtigung mehr. Es lagen
keine neuen signifikanten Interaktionsterme zweier Faktoren des Modells vor. Die berechneten
Effekte der Faktoren waren unabhingig von den anderen Faktoren des Modells, ferner von den
Faktoren Geschlechts- und Altersgruppenzugehorigkeit, fiir die Strukturgleichheit geschaffen
worden war.
Das so berechnete Regressionsmodell (s. Tab. 21) mit 142 Patienten erlaubte anhand der
eingeschlossenen Faktoren die korrekte Zuordnung von 69,0% der Probanden in die Fall- bzw.
Kontrollgruppe. Im A-rezessiven Modell war der AA-Genotyp (homozygote Mutationstriger, n=
19) gegeniiber dem homozygoten Wild- (CC-Genotyp) und heterozygoten CA-Genotyp
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(zusammen n= 123) mit einem signifikant erhohten Risikoquotienten in Bezug auf den
Koronarstatus verbunden (OR= 3,6; p< 0,05). Dieses Ergebnis entspricht recht genau dem in
Abschnitt 4.3.3 fiir den AA-Genotyp mittels binér logistischer Regression aus n= 174 Probanden
berechneten einfaktoriellen OR von 3,0 (p= 0,028). Auch die Effekte der klassischen
Risikofaktoren des Regressionsmodells lassen sich mit den Ergebnissen der einfaktoriellen

Betrachtungen (s. Abs. 4.1.3) gut vergleichen.

Tab. 21: Das A-rezessive Modell des TO60N-TNFB-cSNP (c.348C>A) in der bindren
logistischen Regression mit den Faktoren Hypertonie, erniedrigtes HDL,
Hypercholesterindmie, Rauchen und Diabetes mellitus. Anzahl der Patienten n=
142. Signifikant erhohter Risikoquotient fiir homozygote Mutationstriger (OR=
3,6, p<0,05).

Faktoren im Modell OR Konfidenzintervall Signifikanz

(Expp) (95%)
Hypercholesterindmie 2,096 0,888 — 4,946 p=0,091
Hypertonie 0,867 0,404 — 1,856 p=0,712
HDL-Cholesterin < 0,9 mmol/l 1,334 0,411 -4,329 p=0,631
Diabetes mellitus 1,585 0,614 — 4,092 p=0,341
Rauchen 4,133 1,813 -9,424 p=0,001
Genotyp AA im A-rezessiven Modell des 3,627 1,131 -11,633 p= 0,030
T60N-TNFB-cSNP

5 Diskussion

5.1 Betrachtung der , klassischen* Risikofaktoren in der Studienpopulation

Die vorliegende Fall-Kontroll-Studie schloss 99 Paare von Patienten jeweils adjustierten
Geschlechts und Alters mit und ohne koronare Makroangiopathie ein. Der Koronarstatus war
angiographisch gesichert. Das Durchschnittsalter bei Eintritt in die Studie betrug zirka 50 Jahre (s.
Abs. 4.1.1). Um den Einfluss des Risikofaktors Lebensalter zu mindern, sollte ein klinisch
manifester Erkrankungsbeginn vor Vollendung des 56. Lebensjahres nachvollziehbar sein. Alle
KHK-Patienten hatten mindestens einen Myokardinfarkt erlitten.

Risikofaktoren treten statistisch gehduft mit einer bestimmten Erkrankung auf; ihre Beachtung im
klinischen Alltag kann -allgemein gesprochen- von Bedeutung fiir die Pravention, die diagnostische
Bewertung und die Therapie sein. Zundchst sollen etablierte Risikofaktoren der KHK in Bezug auf
ihre Assoziation mit dem Koronarstatus in dieser Studienpopulation beschrieben und diskutiert

werden.
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5.1.1 Zigarettenkonsum

Zigarettenkonsum ist als wesentlicher beeinflussbarer Risikofaktor der KHK wund anderer
Manifestationen der Atherosklerose etabliert und ist dariiber hinaus eine weit verbreitete Ursache
fiir Erkrankung und Tod an chronischen Lungenerkrankungen und Malignomen.

Die Hauptmechanismen, durch die die im Tabakrauch enthaltenen Bestandteile die Atherogenese
fordern, gelten jedoch als nicht endgiiltig geklért. In Betracht kommen beispielsweise der Einfluss
auf den Sympathikotonus, mogliche Verdnderungen der Zusammensetzung der Blutfette und
Blutzellen,  Storung  der  Endothelintegritit und  Fibrinolyse,  Steigerung  der
Thrombozytenaggregation und Koagulabilitdt (Weisswange 1996, Bohm et al. 2000).

In vorliegender Studie lag ein insgesamt sehr hoher Anteil an aktuellen und ehemaligen Rauchern
oder starkem Passivrauchen ausgesetzten Personen von 77,2% der Ménner und 51,6% der Frauen
vor; nur 17,2% der Koronarpatienten waren Nicht- oder Gelegenheitsraucher (s. Abs. 4.1.3). Der
Zigarettenkonsum war bei einfaktorieller Betrachtung unter den minnlichen Patienten stark mit
dem Nachweis einer KHK assoziiert (OR= 3,8; p= 0,004), fir die Frauen war dieser
Zusammenhang noch deutlicher (OR= 5,1; p= 0,005; s. Tab. 5). Eine stirkere Gefdhrdung von
Frauen fiir das Erleiden eines Myokardinfarktes durch Rauchen wurde beispielsweise auch von
Prescott und Mitarbeitern (1998) in einer grofen prospektiven Studie festgestellt, die einen
hemmenden Einfluss von Bestandteilen des Zigarettenrauches auf die potentiell antiatherogene
Wirkung der Ostrogene vermuteten.

In einer mehrfaktoriellen Analyse, die fiinf wesentliche Risikofaktoren der KHK einschloss (s.
Abs. 4.2), ergab sich eine signifikante Interaktion der Faktoren Diabetes und Zigarettenkonsum.
Bei Stratifizierung nach dem Diabetikerstatus war mit dem Zigarettenrauchen sowohl im
einfaktoriellen (OR= 6,8; p< 0,001), als auch im mehrfaktoriellen Modell (OR= 7,8; p< 0,001) eine
signifikante und unabhingige Risikoquotientenerhdhung in der Gruppe der Nichtdiabetiker
verbunden. Unter den Diabetikern war dieser Zusammenhang nicht nachweisbar. Zur Erkldrung
dieser Beobachtung kann man vermuten, dass in Familien mit Diabetes mellitus das Bewusstsein
fiir die Gefdhrdung durch Rauchen geschirft war, daher unter den Diabetikern weniger oder
seltener geraucht (56,6% vs. 72,0%) und somit der Einfluss des Rauchens auf das koronare Risiko
statistisch gemindert wurde. Weiterhin wére es vorstellbar, dass sich unter den ohnehin ein
erhohtes koronares Risiko tragenden Diabetikern das Rauchen in geringerem Malle als assoziiert
mit der KHK abbildete als unter den nicht an Diabetes erkrankten Patienten. Eine weitere
Moglichkeit stellt das Vorliegen eines Selektionsbias durch erhdhte Mortalitit der
Koronarpatienten mit beiden Risikofaktoren dar. Ferner muss auf die geringe Zahl der Diabetiker
in der Studie hingewiesen werden (n= 37), die die Aussagekraft in dieser Untergruppe mindert.
Eine differenzierte einfaktorielle Bewertung mit Bezug auf Patienten, die angaben, niemals

geraucht zu haben (s. Tab. 6), stellte auch fiir intensives Passivrauchen und fiir einen mehr als 10
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Jahren zuriickliegenden Konsum ein jeweils signifikant erhdhtes OR dar, ferner war die
Risikoassoziation des Rauchens abhéngig von der Stirke des Konsums und respektive kleiner
Fallzahlen nur unter mittelstarken (>10 Zigaretten/d) und starken Rauchern (>20 Zigaretten/d)
signifikant. Das OR der ehemaligen Raucher war dabei nur etwa halb so gro wie das der in den
vergangenen Jahren mittelstark rauchenden Patienten. Dies kdnnte zum einen mit der Einbeziehung
auch leichter Raucher in die Gruppe der ehemaligen Raucher erkliart werden. Zum anderen aber
entspricht eine Abnahme des koronaren Risikos nach Beendigung des Zigarettenkonsums auch den
Erkenntnissen groBerer Studien (Prescott et al. 1998, Assmann und Schulte 1993, Hermanson et al.
1988), die damit auf einen zumindest teilweise reversiblen und zeitnahen gefaB3schiddigenden Effekt
des Rauchens hindeuten.

Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie — Herz- und Kreislaufforschung
(DGK) zdhlt die vollstindige Abstinenz zu den wichtigsten therapeutischen MaBnahmen bei
atherosklerotischen Gefaflkrankheiten (Dietz und Rauch 2003).

5.1.2  Dyslipiddmie

Fettstoffwechselstérungen sind im Allgemeinen durch die Erhohung der Plasmakonzentrationen
einzelner oder mehrerer Lipidfraktionen gekennzeichnet und von grofler Bedeutung als verbreitete
Risikofaktoren der Atherosklerose. Eine Besonderheit stellen die vasoprotektiven High-Density-
Lipoproteine (HDL) dar, deren Minderung mit einem erhdhten kardiovaskuldren Risiko verbunden
ist. GroBe Interventionsstudien haben die Wirksamkeit bestimmter HMG-CoA-Reduktasehemmer
(Statine) fiir die Primérprophylaxe von Risikopatienten (WOSCOPS-Studie) und fiir die
Sekundarpravention der KHK (4S-,CARE-, LIPID- Studie) belegt.

In vorliegender Arbeit wurden sowohl kategorisierte Variablen (s. Abs. 4.1.3), als auch
intervallskalierte Variablen (s. Abs. 4.1.4) mit Bezug zum Fettstoffwechsel analysiert. Die letzteren
beruhten auf labormedizinischen Bestimmungen und waren in Hinsicht auf mogliche Assoziationen
mit dem Koronarstatus der Patienten meist unergiebig. Eine Ursache dafiir liegt wahrscheinlich u.a.
in der Anwendung lipidsenkender Medikamente (s. Abs. 4.1.2), die erwartungsgemal haufiger den
Koronarpatienten verordnet worden waren. Auch andere in der Studienpopulation hiufig
verordnete Medikamente konnen Einfluss auf das Lipidprofil nehmen, so z.B. B-Blocker und
Diuretika (Weisswange 1996). Somit kam den an physiologischen Grenzwerten orientierten und
auch zuriickliegende Diagnosen und Therapien beriicksichtigenden Kategorisierungen eine grofBere
Bedeutung zu.

Eine Hypercholesterindmie nach vorgestellter Kategorisierung (s. Abs. 4.1.3) lag bei 84,5% der
weiblichen und 73,3% der minnlichen Patienten vor. Im ein- und mehrfaktoriellen (Abs. 4.2)
Modell stellte sich eine signifikante und unabhingige Assoziation der Hypercholesterindmie mit

dem Nachweis einer KHK heraus (OR= 2,2; p= 0,047 bzw. OR= 2,5; p= 0,025). Diese beruhte
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jedoch nahezu allein auf Verteilungsunterschieden unter den ménnlichen Patienten, wéhrend sie fiir
die Patientinnen nicht nachweisbar war. Da die Héufigkeit kardiovaskulérer Erkrankungen bei
Frauen vor der Menopause deutlich geringer ist als bei Minnern gleichen Alters, und
postmenopausal die Inzidenz der KHK ansteigt, wird eine vasoprotektive Wirkung der endogenen
Ostrogene postuliert. In Bezug darauf wurden verschiedene Mechanismen beschrieben, die zu einer
Risikosenkung durch Beeinflussung klassischer Risikofaktoren wie Hypertonie und Dyslipiddmie
filhren konnten. Die Senkung der Inzidenz der KHK oder kardiovaskuldrer Ereignisse durch
postmenopausale Ostrogenersatztherapie steht noch zur Diskussion (thematisiert bei Bohm et al.
2000). Diese Zusammenhdnge wéren eine mdgliche Erkldrung fiir eine fehlende
Nachvollziehbarkeit des Risikofaktorstatus der Hypercholesterindmie unter den Patientinnen dieser
Studie, zumal das Durchschnittsalter der Frauen mit 52,5 Jahren relativ niedrig war, und eine
mogliche Beeinflussung des koronaren Risikos durch postmenopausale Einnahme von Ostrogenen
keine Beriicksichtigung fand. Aus der Befragung der Patienten ging aullerdem hervor, dass sich die
Frauen tendenziell gesilinder erndhrten als die miannlichen Patienten (s. Abs.4.1.3), was sich auf die
Auspriagung der Dyslipiddmie positiv ausgewirkt haben konnte. Moglicherweise aber hitten
strengere Kriterien bei der Kategorialisierung angesichts des hohen Anteils der Frauen mit
Hypercholesterinimie eventuell zu anderen Ergebnissen gefiihrt.

Die Bedeutung der Hypertriglyzeriddmie als unabhéngiger Risikofaktor der KHK wird noch immer
kontrovers diskutiert. Nach der prospektiven PROCAM-Studie scheint aber eine zusétzliche
Risikosteigerung fiir kardiovaskuldre Ereignisse durch Hypertriglyzeriddmie bei einer oftmals
begleitenden hohen Gesamt- bzw. LDL-Cholesterinkonzentration oder niedrigen HDL-
Cholesterinkonzentration zu bestehen (Assmann und Schulte 1993). In vorliegender Arbeit lag die
Hypertriglyzeriddmie ungefihr doppelt so héufig unter den Méinnern vor wie unter den Frauen
(41,3% vs. 19,6%). Es zeigte sich eine Tendenz zur Assoziation der Hypertriglyzeriddmie mit der
koronaren Makroangiopathie in beiden Geschlechtern, das OR betrug 1,9 (p= 0,061) fiir die
Gesamtheit der Patienten (s. Abs. 4.1.3).

Das HDL-Cholesterin, das so genannte ,,gute Cholesterin“, soll dem schidigenden Einfluss des
LDL-Cholesterins durch Riicktransport des Cholesterins aus der Peripherie zur Leber
entgegenwirken. Ein niedriger HDL-Spiegel gilt als unabhingiger Risikofaktor der KHK und seine
gesonderte Bestimmung ist fester Bestandteil der Erhebung eines Risikoprofils.

Dennoch lag in dieser Studie keine Beziehung zwischen dem Koronarstatus und dem Nachweis
eines HDL-Spiegels kleiner 0,9 mmol/l unabhingig vom Geschlecht vor. Auch in der
mehrfaktoriellen Betrachtung betrug das OR fiir den Koronarstatus nur 1,1 (n.s., s. Abs. 4.1.3). Ein
zu niedriges HDL-Cholesterin lag nur bei 13,8% der Ménner und 6,5% der Frauen vor. Es ist auch
hier an eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Medikamenteneinnahme, insbesondere die HDL-
Fraktion steigernde Statine zu denken. Lediglich Apo-Al, das Haupt-Apolipoprotein des HDL-

Partikels, stellte einen Zusammenhang her, der dem Status des verminderten HDL-Cholesterins als
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unabhéngiger Risikofaktor entspricht: Es waren signifikant hohere Serumkonzentrationen des Apo-
Al unter den weiblichen koronargesunden Patienten gegeniiber den Koronarpatientinnen
nachweisbar (p= 0,046). Indirekt weist auch der fiir die Gesamtheit der Patienten signifikant hohere
LDL/HDL-Quotient in der Fallgruppe (p= 0,028) auf eine Bedeutung der Cholesterinfraktionen fiir
die Atherogenese hin.

Lipoprotein(a) [Lp(a)] ist zum einen dem LDL-Partikel sehr &hnlich, von dem es sich durch die
kovalente Bindung des Apolipoprotein(a) [Apo(a)] unterscheiden ldsst, und reichert sich ebenfalls
in atherosklerotischen Lésionen an. Zum anderen besitzt Lp(a) durch Apo(a) eine groBe strukturelle
Verwandtschaft zu Plasminogen, weshalb Lp(a) eine antiplasminogene Wirkung zugeschrieben
wird. Es beriihrt somit die fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Ereignisse bedeutsamen Bereiche
der Atherogenese und gestérten Thrombolyse. Die individuellen Lp(a)-Konzentrationen sind
iiberwiegend genetisch determiniert, eine medikamentdse Senkung durch Nikotinsdure oder
Ostrogene wurde beschrieben (zusammengefasst bei Marcovina und Koschinsky 1998). Fiir Frauen
liegt eine Tendenz zu ansteigenden Konzentrationen postmenopausal vor (Assmann und Schulte
1993). Die Bedeutung einer erhdhten Lp(a)-Konzentration als unabhéngiger Risikofaktor der KHK
ist umstritten; auch eine additive Risikosteigerung in Abhidngigkeit von einer erhohten LDL-
Konzentration wird diskutiert (Marcovina und Koschinsky 1998).

In vorliegender Studie ergab die Analyse einer moglichen Assoziation der Lp(a)-Konzentration mit
dem Koronarstatus abermals ein klar geschlechtsabhéingiges Ergebnis (s. Abs. 4.1.3). War auch der
Anteil der Patienten mit einer Lp(a)-Konzentration von mehr als 0,30 g/l (Herold 2003) unter den
Frauen und Ménnern ungefihr gleich groB (32,3% bzw. 36,7%), so stellte sich doch nur unter
ménnlichen Patienten eine hohe Lp(a)-Konzentration als signifikant assoziiert mit der KHK heraus
(OR= 2,8; p= 0,010), wihrend sich Patientinnen mit erhohtem Lp(a) gleichférmig auf Fall- und
Kontrollgruppe verteilten. Bei Betrachtung der rechtsschief verteilten Messwerte fielen die
Ausreiler zu hohen Werten in allen Vergleichsgruppen auf. Auch nach den am Rande der
PROCAM-Studie erhobenen Daten lag in Bezug auf Lp(a) geschlechtsunabhéingig eine
rechtsschiefe Verteilung vor (Assmann und Schulte 1993). In der vorliegenden Arbeit spiegelten
sich bei Auswertung der Messwerte die Ergebnisse der kategorialen Auswertung wider, wobei der
Median in der ménnlichen KHK-Gruppe mit 0,28 g/ deutlich grofler war als in der médnnlichen
Kontroll- und den weiblichen Vergleichsgruppen. Dies deutet trotz der von Ausreilern gepragten
Verteilung auf eine Tendenz zu hoheren Lp(a)-Konzentrationen unter méannlichen
Koronarpatienten hin. Dies konnte zur Erkldrung der streng geschlechtsspezifischen Assoziation
von Koronarstatus und Lp(a)-Konzentration in dieser Studienpopulation herangezogen werden.
Entsprechend der Beobachtungen beziiglich der Hypercholesterindmie sind auch betreffs des Lp(a)

mdgliche protektive Einfliisse weiblicher Geschlechtshormone zu berticksichtigen.
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5.1.3  Arterielle Hypertonie

Arterielle Hypertonie ist ein wesentlicher und verbreiteter Risikofaktor der KHK in Form koronarer
Makro- und Mikroangiopathie. Ferner ruft arterielle Hypertonie -in mehr als 90% der Félle selbst
eine multifaktorielle, polygene Erkrankung (essentielle Hypertonie)- am Herzen eine
Druckhypertrophie mit moglicherweise nachfolgender Kardiomyopathie und Insuffizienz des
linken Ventrikels hervor. Auch andere GefdBabschnitte und Organe werden typischerweise
betroffen in Form hypertensiver Retino- und Nephropathie, zerebraler Ischdmie und hypertensiver
Massenblutung, Verschlusskrankheit der Extremitéten, Aortenaneurysmabildung und —dissektion.
Die Préavalenz der arteriellen Hypertonie ist bei jungen Erwachsenen gering und erreicht im Alter
hohe Werte. In der PROCAM-Studie lag die Privalenz bei etwa 30% unter den 45- bis 54-Jahrigen
und etwa 40% unter den 55- bis 64-Jahrigen Méannern und Frauen (Assmann und Schulte 1993).
Mit zunehmender Auspragung der Hypertonie steigt auch das kardiovaskuldre Risiko an (van den
Hoogen et al. 2000). In zahlreichen Studien hat sich die addquate Hypertoniebehandlung als
wichtiger Bestandteil der Primér- und Sekundérpriavention der KHK erwiesen (zusammengefasst
bei Gysan 2002).

Um den Langzeiteinfluss der Hypertonie zu erfassen und gegeniiber den von verschiedenen
Faktoren abhingigen aktuellen Blutdruck nicht zu vernachlidssigen, wurden die Patienten in
vorliegender ~ Arbeit primdr nach anamnestischen Angaben, nach vorhergehenden
Diagnosestellungen, Befunden und therapeutischen Maflnahmen den Hypertonikern oder Nicht-
Hypertonikern zugeteilt. Bei Beriicksichtigung aktueller Blutdruckwerte galt ein Grenzwert von
140/90 mmHg, der sich an den Blutdruckbereichen der WHO-Richtlinien orientierte. Demnach
waren 69,4% der weiblichen und 53,7% der ménnlichen Patienten Hypertoniker. Entgegen den
Erwartungen war Hypertonie weder bei geschlechtabhingiger einfaktorieller Betrachtung (Frauen:
OR= 0,9; Ménner: OR= 1,2; n.s.), noch im mehrfaktoriellen Modell (OR= 1,1; n.s.) mit dem
Nachweis einer koronaren Makroangiopathie assoziiert (s. Abs. 4.1.3). Es ist moglich, dass die
Zusammensetzung der Kontrollgruppe aus Patienten ohne koronarangiographisch nachweisbarer
Makroangiopathie, jedoch mit unterschiedlichen kardialen Erkrankungen (s.Abs. 4.1.1), den hohen
Anteil von Hypertonikern auch in der Kontrollgruppe und damit die fehlende Assoziation von
Hypertonie und Koronarstatus zu einem Teil erkléart. Dariiber hinaus konnten Fehleinschdtzungen
nach anamnestischen Angaben oder durch aktuell verdnderte Blutdruckwerte im Zusammenhang
mit der Krankenhaussituation, akuten Ereignissen oder therapeutischen Maflnahmen entstanden
sein. SchlieBlich muss kritisch hinterfragt werden, ob eine Einteilung in Hypertoniker und Nicht-
Hypertoniker angesichts des zunehmenden koronaren Risikos in Abhingigkeit von der

Erkrankungsdauer und dem Ausprigungsgrad nicht eine zu grobe Vereinfachung darstellt.
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5.1.4 Diabetes mellitus

Wie arterielle Hypertonie, so fiihrt auch eine jahrelange diabetische Stoffwechsellage durch mikro-
und makroangiopathische GefiaBBverdnderungen zu verschiedenen Endorganschiden. Als
morphologische Besonderheiten der diabetischen Makroangiopathie im Allgemeinen gelten eine
Tendenz zu peripherer Verschlusslokalisation, zu diffusem Befall und das héufigere Auftreten einer
Monckeberg-Mediasklerose der unteren Extremitidten (Hauner und Scherbaum 1999). Diabetes
mellitus verdoppelt das Risiko der Ménner fiir eine KHK und verdreifacht es bei Frauen. Hinzu
kommt, dass die 5-Jahres-Mortalitit nach einem Myokardinfarkt fiir Diabetiker mit 55% hdoher ist,
als bei Nichtdiabetikern mit 30% (Bohm et al. 2000). Auch durch seine hdufige Assoziation mit
weiteren Risikofaktoren wie Hyperlipiddmie und Hypertonie unterliegen Patienten mit
langjadhrigem Diabetes mellitus einem hohen koronaren Risiko.

Der haufige Typ2-Diabetes (90% der Diabetiker) tritt vor dem 50. Lebensjahr selten, dagegen im
hoheren Lebensalter mit zunehmender Priavalenz auf. Seine Gesamtpriavalenz wird in Deutschland
mit fiinf Prozent (Herold 2003) angegeben, wobei angesichts der schleichenden Manifestation eine
groBBe Dunkelziffer wahrscheinlich ist. Der Typl-Diabetes manifestiert sich meist schon bis zum
30. Lebensjahr und hat eine Pridvalenz von 0,2-0,3% (B6hm et al. 2000). Daneben gibt es andere
spezifische Formen des Diabetes mellitus.

In vorliegender Studie waren 17,4% der ménnlichen und 22,6% der weiblichen Patienten
Diabetiker. Bei einfaktorieller Auswertung (s.Abs. 4.1.3) unterschieden sich die Verteilungen
zwischen Koronarpatienten und Kontrollpatienten geschlechtsabhéngig: In den ménnlichen
Untergruppen war der Anteil an Diabetikern ungefahr gleich (18,2% in der Koronar- und 16,7% in
der Kontrollgruppe). Dagegen war der Anteil der Diabetikerinnen in der KHK-Gruppe mit 29,0%
nahezu doppelt so gro3 wie in der Kontrollgruppe mit 16,1%, was auf eine Assoziation der
koronaren Makroangiopathie mit dem Diabetes mellitus hinweist. Allerdings war dieser
Verteilungsunterschied bei einfaktorieller Betrachtung nicht signifikant (OR= 2,1; n.s.). Es kann
nur vermutet werden, warum die beschriebenen Verteilungen, besonders in der Untergruppe der
Minner, nicht deutlicher die Bedeutung des Diabetes mellitus als koronaren Risikofaktor
widerspiegeln. Zum einen mag das relativ junge Alter der Patienten vor dem Hintergrund einer im
Alter zunehmenden Privalenz des Diabetes mellitus einerseits, und der erst nach Jahren der
Erkrankung sich manifestierenden Endorganschiden andererseits, die geringe Assoziation erklaren.
Zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass die Zusammensetzung der Kontrollgruppe einen relativ
hohen Anteil von Diabetikern begiinstigt hat, dadurch, dass Zuckerkrankheit -dhnlich der haufig
assoziierten arteriellen Hypertonie- auch partiell unabhédngig von einer koronaren
Makroangiopathie zu kardiovaskuldren Beschwerden und Erkrankungen fiihren kann, so durch
Mikroangiopathie des Herzmuskels mit Stérung der diastolischen Ventrikeldilation und Minderung

der Koronarreserve oder kardiale autonome Neuropathie mit Herzrhythmusstérungen (Hauner und
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Scherbaum 1999). SchlieBlich konnte eine hohere Mortalitit nach Myokardinfarkt fiir Diabetiker
(s.0.) zu einer Selektion in der Fallgruppe gefiihrt haben. Fiir die deutlichere Assoziation des
Diabetes mit der KHK unter den Frauen konnte das insgesamt giinstigere Risikoprofil relativ
junger Frauen -beispielsweise in Hinsicht auf das Lipidprofil, die weiblichen Geschlechtshormone
oder den geringeren Zigarettenkonsum- verantwortlich sein, wodurch der Erkrankung an Diabetes
hier ein hoherer Stellenwert fiir das koronare Risiko zukommen konnte.

Wie in Abs. 5.1.1 beschrieben, ergab sich im mehrfaktoriellen Modell aus fiinf Hauptrisikofaktoren
der KHK eine signifikante Interaktion der Faktoren Rauchen und Diabetes mellitus. Nach einer
Stratifikation der Studienpopulation in Raucher und Nichtraucher (s.Abs. 4.2) stellte sich in der
relativ kleinen Gruppe der Nichtraucher (n= 53) eine signifikante Assoziation des Diabetes mellitus
mit der koronaren Makroangiopathie dar (OR= 9,8; p< 0,01). Dieser Zusammenhang war
unabhingig von den anderen Faktoren des Modells und dem Faktor Geschlechtszugehorigkeit und
er verstirkte sich bei Mitberiicksichtigung des Alters. Unter Rauchern war die Zuckerkrankheit
nicht signifikant mit dem Koronarstatus verbunden. Beide Ergebnisse bestitigten sich auch unter
einfaktorieller Betrachtung nach Stratifizierung. Auffallig war der hohe Anteil von Diabetikern in
der Gruppe nicht rauchender Koronarpatienten (52,9%) gegeniiber dem Anteil in der Gruppe nicht
rauchender Patienten ohne koronare Makroangiopathie (16,3%; Tab. 15), der wiederum dem
Diabetikeranteil unter Rauchern der Fall- und Kontrollgruppe nahezu entsprach. Somit lag der
Risikofaktor Diabetes in der Gruppe von Patienten mit koronarer Makroangiopathie besonders
dann héufig vor, wenn ein anderer wesentlicher und héufigerer Risikofaktor -das Rauchen (s. Abs.
5.1.1)- nicht fiir die Herbeifiihrung der KHK verantwortlich sein konnte.

Das mit einer fortbestehenden diabetischen Stoffwechsellage einhergehende Risiko verlangt im
Rahmen der Primérpravention der KHK und anderer Organmanifestationen eine sorgfaltige,
genaue normoglykdmische Blutzuckereinstellung. Besonders in der Sekundérpravention der KHK
gelten flir Diabetiker strenge MaBstibe beziiglich der Minderung des Einflusses anderer
Risikofaktoren (Dietz und Rauch 2002).

5.1.5 Weitere Risikofaktoren

Mit dem Nachweis einer Assoziation von KHK und korperlicher Inaktivitdt in der Freizeit (OR=
2,6; p= 0,003; s. Abs. 4.1.3) bzw. einseitiger- und fettreicher Erndhrung gegeniiber bewusst
gesundheitsorientierter Erndhrungsweise (OR= 4,1; p= 0,001) im Gesamtkollektiv soll kurz auf
zwei wichtige beeinflussbare Risikofaktoren hingewiesen werden.

Eine besondere Betonung in Hinblick auf die KHK als multifaktorielle und polygen verankerte
Erkrankung verdient die Assoziation eines anamnestisch eruierbaren Myokardinfarktes bei
Verwandten ersten und zweiten Grades mit dem Nachweis einer koronaren Makroangiopathie unter

den Patienten dieser Fall-Kontroll-Studie (OR= 5,8; p< 0,001; s. Abs. 4.1.3). Diese Assoziation lag
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unter den ménnlichen Studienteilnehmern mit Signifikanz vor (OR= 5,8; p< 0,001), wéhrend sie
der kleineren Gruppe der Frauen etwas geringer ausgepréigt und nicht signifikant war (OR= 2,5; p=
0,174). Der beobachtete Zusammenhang kann sowohl auf der Weitergabe genetischer
Risikokonstellationen, als auch risikoassoziierter Gewohnheiten (z.B. beziiglich Eréhrung,
Gesundheitsbewusstsein, korperlicher Aktivitdt, Nikotinkonsum) im familidren Rahmen beruhen.
Auch in der prospektiven PROCAM-Studie war eine positive Familienanamnese (Myokardinfarkt
vor dem 60. Lebensjahr) mit einem erhohten Risiko fiir die Manifestation einer KHK verbunden
(Assmann und Schulte 1993). Diese Ergebnisse deuten die Wichtigkeit der Beriicksichtigung der
Familienanamnese bei der Bewertung des Nachweises etablierter Risikofaktoren im Rahmen der
Risikoevaluierung im klinischen Alltag an. Ferner ermutigen sie zur Suche genetischer
Risikoindikatoren der KHK.

Faktoren der Gerinnung und Fibrinolyse erwiesen sich nicht als geeignet zur Unterscheidung der
Patienten dieser Studienpopulation nach dem Koronarstatus. Lediglich fiir AT III, einen zentralen
Inhibitor der Gerinnungskaskade, war eine innerhalb des Referenzbereiches geringfiigig
geminderte Aktivitdt unter Koronarpatienten mit Signifikanz nachweisbar (s. Tab. 13). Diese
Beobachtungen schlieen jedoch eine wichtige Bedeutung von Storungen der Gerinnung und

Fibrinolyse im Einzelfall nicht aus.

5.2 Polymorphismen der Tumornekrosefaktoren und koronares Risiko

Die koronare Herzerkrankung ist von multifaktorieller Genese und stark mit zunehmendem Alter
assoziiert. Nicht in allen Fillen ist eine Erkrankung durch den Nachweis etablierter klassischer
Risikofaktoren zu erkldren. Umgekehrt gibt es Patienten, die nach den etablierten Risikofaktoren
unter einem hohen Risiko leben, ohne eine (frithe) Manifestation der Erkrankung zu erleiden.
SchlieBlich stellt eine positive Familienanamnese beziiglich eines Myokardinfarktes einen
unabhingigen Risikofaktor der KHK dar (Colditz et al. 1991). Zusammengenommen weist dies
deutlich auf eine genetisch verankerte Beeinflussung des koronaren Risikos hin.

Die Identifizierung von Kandidatengenen als stabile Marker eines erhohten Risikos fiir die
Entwicklung bestimmter multifaktorieller Erkrankungen wie der KHK konnte zu einer fritheren
und klarer definierten Feststellung von individuellen Risikokonstellationen gerade in betroffenen
Familien fithren. Durch die so erlangte Einsicht wire die Moglichkeit fiir eine frithe, gezielte
Pravention durch die Einflussnahme auf umweltbedingte Faktoren gegeben. Auch in der
Sekundérprévention konnte das Setzen strengerer Maf3stdbe vor dem Hintergrund einer besonderen
genetischen Risikokonstellation das Uberleben des Patienten verbessern. SchlieBlich wéren von
einem Nachweis einer spezifischen Risikoassoziation ein Erkenntnisgewinn und ein Hinweis fiir
weiterfilhrende Forschung in Bezug auf die Bedeutung einzelner Faktoren im komplexen

Geschehen der Pathogenese der KHK und neue Therapieansitze zu erwarten.
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Auf der Suche nach solchen Kandidatengenen sind Genprodukte, die im Zusammenhang mit der
Pathogenese einer Erkrankung stehen, ein wichtiger Leitfaden. Die Tumornekrosefaktoren sind

Zytokine, die in die inflammatorischen Vorgédnge der Atherogenese eingeschaltet sind (s. Abs. 1.7).

5.2.1 Der (c.-308G>A)-TNFa-SNP - Ein Risikoindikator der koronaren Makroangiopathie ?

Durch Austausch einer Base an Position —308 der Promotorregion des TNFa-Genlocus entsteht ein
biallelischer SNP. Das hiufigere Allel weist an dieser Position Guanosin auf, das seltenere
Adenosin (Wilson et al. 1992).

In vorliegender Arbeit wurde dieser SNP auf die Assoziation seiner Genotypen mit der
Manifestation einer koronaren Makroangiopathie in einer Fall-Kontroll-Studie hin untersucht (s.
Abs. 4.3.1). Dabei wurden verschiedene genetische Modelle berticksichtigt. Die Allelfrequenz des
seltenen A-Allels betrug 0,165; folglich war G-Homozygotie sehr hiufig nachweisbar (71,0% der
Probanden). Ein Heterozygotenstatus lag bei 25,0% der Patienten vor, und nur 4,0% der Probanden
waren A-homozygot. Allelfrequenzen und Genotypverteilung glichen damit anndhernd den Daten
anderer Studien (vgl. z.B.: Koch et al. 2001, Bernard et al. 2003, Vendrell et al. 2003). In einer
irischen Studienpopulation wurde eine deutlich hohere A-Allelfrequenz von 0,242 festgestellt
(Herrmann et al. 1998).

In der vorliegenden Studie waren im Vergleich zwischen den Patienten mit koronarer
Makroangiopathie und den koronarangiographisch unauffélligen Patienten der GG- und GA-
Genotyp nahezu gleich verteilt (s. Abb. 5). Auffillig hingegen war die Ungleichverteilung des sehr
seltenen AA-Genotyps mit sechs Personen in der Fall- und nur einer Person in der Kontrollgruppe,
was als Hinweis auf einen moglichen Risikostatus gelten konnte. Die statistischen Vergleiche der
verschiedenen genetischen Modelle zeigten aber auch im A-rezessiven Modell keine Signifikanz

(p=0,118).

Aufgrund der Lokalisation des SNP in der Promotorregion des TNFa-Gens ist eine unmittelbare
funktionelle Bedeutung der Mutation mit Einfluss auf die Entwicklung einer KHK durchaus
vorstellbar. In der Tat fiel das A-Allel (,, TNF2* nach Wilson et al.1992) in verschiedensten Studien
auf, sei es durch seine Kopplung an bestimmte HLA-Allele und die damit verbundene
Verkniipfung mit bestimmten Erkrankungen oder deren Verldufe, sei es in Hinblick auf die
Aktivierbarkeit des Promotors oder die TNFa-Aktivitét selbst:

Wilson und Mitarbeiter stellten eine starke Kopplung des A-Allels mit dem HLA-A1-B8-DR3-
Haplotypen dar und verkniipften damit gedanklich das A-Allel mit Autoimmunerkrankungen, die
im Zusammenhang mit diesem Haplotypen bevorzugt auftreten (z.B. Typl-Diabetes, SLE). Das G-
Allel (auch ,,TNF1“) war assoziiert mit HLA-DR4 und —DR6 (Wilson et al. 1993). Da die

Progression der koronaren Makroangiopathie eine Mitbeteiligung des Immunsystems erkennen
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lasst, muss auch fiir sie die Moglichkeit einer graduellen Abhéngigkeit von bestimmten assoziierten
HLA-Merkmalen erwogen werden.

Es gibt auch Hinweise fiir eine Assoziation von bestimmten MHC-Haplotypen und dem Grad der
TNFa-Aktivitit, die eine Beeinflussung der TNFa-Regulation durch HLA-Gene der Umgebung,
bzw. mit diesen verbundenen Elementen der Transkriptionssteuerung vermuten lassen: Eine hohe
TNFa-Produktion durch mitogenaktivierte Lymphozyten oder Monozyten lag nach Jacob et al.
(1990) haufig unter HLA-DR4- und —DR3-positiven gesunden Probanden vor, niedrige Produktion
zeigten die Proben von HLA-DR2- und —-DQwl-Positiven. Keine Korrelationen bestanden
zwischen TNFa-Sekretion und verschiedenen HLA-A, -B, oder —C-Genotypen. Abraham und
Mitarbeiter (1993) beschrieben anhand des Vergleichs von lymphoblastoiden Zelllinien mit
verschiedenen HLA-Haplotypen eine hohere TNFa-Aktivitdt auffallend haufig in Verbindung mit
Homozygotie fiir den HLA-A1-B8-DR3-Haplotypen. Auch Pociot et al. (1993) stellten anhand
LPS-stimulierter Monozyten in vitro eine hohe TNFa-Sekretion unter HLA-DR3-und —DR4-
positiven und eine niedrige unter HLA-DR2- und —DR5-positiven Haplotypen dar. Dariiber hinaus
konnten sie aber an erweiterten HLA-DR4-Haplotypen zeigen, dass sich das Ausmall der TNFo-
Sekretion je nach Kopplung an verschiedene RFLP-Allele des TNFB und polymorphe TNF-
Mikrosatelliten signifikant unterscheiden kann. Damit wird unterstrichen, dass bei Betrachtung
einzelner SNP stets auch an die Mdglichkeit einer Assoziation mit anderen benachbarten bekannten
oder noch unbekannten moglicherweise funktionell bedeutsamen SNP dieses genreichen
Chromosomenabschnitts zu denken ist.

Bouma und Mitarbeiter (1996) wiesen in Zellkulturen aus peripheren mononukledren Blutzellen
von 30 Patienten mit chronisch entziindlicher Darmerkrankung und 12 gesunden
Kontrollprobanden nach, dass Homozygotie fiir das G-Allel des (c.-308G>A)-TNFa-SNP mit
signifikant niedrigeren TNFa-Konzentrationen einhergeht als Homozygotie fiir das A-Allel. Ferner
betrachteten sie fiinf Haplotypen der TNF-Region. Ein mit dem A-Allel im (¢.-308G>A)-TNFo-
SNP assoziierter Haplotyp (als ,,TNF-E* bezeichnet) war mit signifikant hoherer TNFa-Produktion
im Vergleich mit der mittleren Produktion der anderen Haplotypen verbunden. Signifikant
niedrigere Konzentrationen des TNFa lagen hingegen bei einem G-Allel assoziierten Haplotyp
(,TNF-C*) vor. Beide genannten Haplotypen unterschieden sich lediglich im (¢.-308G>A)-TNFa-
SNP. Der ,,TNF-E“-Haplotyp war hdufig (71%) zusammen mit HLA-DR3 nachweisbar. Ein
Vergleich der TNFa-Sekretion zwischen ,, TNF-E“-Proben mit und ohne HLA-DR3-Assoziation
zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede, was eine funktionelle Bedeutung des (c.-308G>A)-
TNFa-SNP wahrscheinlicher macht.

Somit liegt eine mogliche Erklarung fiir die in vorliegender Arbeit beobachtete Assoziation von A-
Homozygotie im (c.-308G>A)-TNFa-SNP und einer frithen Manifestation der koronarer
Makroangiopathie - einen proatherogenen Effekt des TNFa vorausgesetzt- in der héheren TNFa-
Sekretion.
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In Hinblick auf die funktionelle Bedeutung des (c.-308G>A)-TNFa-SNP zeigten Versuche unter
Verwendung von Reportergenen und unter Kontrolle der beiden Allele in humanen transfizierten
B-Zell-Linien, dass das A-Allel ein deutlich stirkerer Aktivator der Transkription ist, als das G-
Allel (Wilson et al. 1997). Dies sei eine mogliche Erklarung fiir die Assoziation von A-Allel und
hoherer TNFa-Produktion, sowie einem schweren Verlauf von oder einer erhohten
Empfanglichkeit fiir Infektionskrankheiten, wie sie fiir die zerebrale Malaria (McGuire et al. 1994)
und die Leishmaniose (Cabrera et al. 1995) beschrieben worden sind. Garrote et al. (2002) zeigten
eine Assoziation des A-Allels des (c.-308G>A)-TNFa-SNP mit der Zdliakie in einer HLA-DQ2-
positiven Population auf. Witte et al. (2002) beschrieben eine Assoziation von akutem Asthma mit
Nachweisbarkeit des A-Allels. Die Ergebnisse von Kroeger und Mitarbeitern (1997) zeigten eine
unterschiedliche Bindung von Kernfaktoren an die -308-Region in Abhédngigkeit vom G- bzw. A-
Allels und unterstrichen anhand von Reportergenanalysen die Beobachtungen von Wilson et al.,
dass mit dem A-Allel eine erhohte Aktivierung der Transkription durch den TNFa-Promotor
verbunden ist. Allerdings gelang in anderen Arbeitsgruppen der Nachweis einer direkten
funktionellen Bedeutung des (c.-308G>A)-TNFo-SNP fiir die Transkription unter #hnlichen
Versuchsbedingungen nicht (Stuber et al. 1996, Brinkman et al. 1996).

Die aufgefiihrten Forschungsergebnisse stellen die Kopplung des A-Allels des (c.-308G>A)-TNFa-
SNP an andere immunregulative Gene, seine Assoziation mit verschiedenen Krankheiten oder
deren Verldufen, sowie Hinweise auf eine direkte funktionelle Bedeutung fiir die Aktivitdt des
TNFa-Promotors dar. Wenngleich die Ergebnisse auch durch widersprechende Arbeiten zur
Diskussion gestellt sind, machen sie, zusammen mit dem Wissen um die zentrale Stellung des
TNFa in der Steuerung inflammatorischer Prozesse, die Mdglichkeit eines Einflusses des A-Allels
auch auf die Atherogenese plausibel.

Neben der vorliegenden Arbeit untersuchten auch andere Studien einen Zusammenhang des (c.-
308G>A)-TNFo-SNP mit kardiovaskuldren Erkrankungen: Vendrell et al. (2003) verglichen in
einer spanischen Population zum einen Patienten mit KHK (mit oder ohne Myokardinfarkt) und
eine Kontrollgruppe ohne KHK, definiert nach anamnestischer Beschwerdefreiheit und
unauffalligem Ruheelektrokardiogramm. Die A-Allel-Triger (sie entsprachen den Heterozygoten
oder AA-Homozygoten) waren signifikant hdufiger nachweisbar in der Koronar-, als in der
Kontrollgruppe (32,3% vs. 23,3%), und die A-Allelfrequenz war signifikant hoher (0,188 wvs.
0,121). Weitere Berechnungen deckten einen besonders hohen Anteil von A-Allel-Trigern (40,6%)
in der Untergruppe der Koronarpatienten mit Typ 2-Diabetes auf, was auf eine besondere
Assoziation des A-Allels mit KHK bei Typ 2-Diabetikern schlieBen lieB. SchlieBlich wurde im
Vergleich von nach Alter, Kérpermassenindex (BMI) und Krankheitsdauer angeglichenen Gruppen
aus Typ 2-Diabetikern mit und ohne KHK eine signifikante Assoziation von KHK und A-Allel-
Tragerschaft festgestellt, die nach geschlechtsabhingiger Auswertung im wesentlichen auf

signifikanten Verteilungsunterschieden unter den weiblichen Diabetikerinnen beruhte (38,8% vs.
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12,9%, p< 0,05), wihrend bei den Miannern lediglich eine deutliche Tendenz zu beobachten war
(42,1% vs.26,1%, n.s.). Somit gibt es nach Vendrell et al. eine Assoziation des A-Allels mit der
KHK, die besonders ausgeprigt ist unter Typ 2-Diabetikerinnen. Die Ergebnisse Vendrells et al.
entsprechen daher tendenziell der anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit aufgestellten
These einer Assoziation von A-Homozygotie und koronarem Risiko, wobei hier keine Assoziation
nach einem A-dominanten Modell nachweisbar war. FEine weitergehende vergleichende
Untersuchung in der Untergruppe der Diabetiker konnte hier aufgrund kleiner Fallzahlen nicht
erfolgen.

In einer australischen Studie wurden 641 Kaukasier nach Zuweisung fiir eine Koronarangiographie
zusdtzlich genotypisiert, und verschiedene Risikofaktoren der KHK registriert. Die A-
Allelfrequenz betrug 0,174. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied der A-Allelfrequenz bei
Koronarpatienten (0,178) und Patienten ohne Nachweis einer signifikanten Stenose (0,161). Es
wurde auch keine Assoziation des (c.-308G>A)-TNFa-SNP mit Ubergewicht, Diabetes,
Hypertonie oder der Vorgeschichte einer instabilen Angina pectoris oder eines Myokardinfarktes
angegeben. Dafiir wurden signifikant hohere Spiegel des Oxidans Homocystein und des
Antioxidans extrazelluldre Superoxiddismutase unter A-Allel-Tragern beobachtet (Wang und
Oosterhof 2000). Die vom Ergebnis der vorliegenden Arbeit abweichenden Beobachtungen lassen
sich am ehesten mit dem hoheren Altersdurchschnitt in der Studie von Wang und Oosterhof (55,7a
vs. 48,5a bei Minnern und 55,82 vs.52,6a bei Frauen) oder der abweichenden
Bevolkerungszusammensetzung in Australien erkléren.

Herrmann et al. (1998) verglichen ménnliche Myokardinfarktpatienten der ECTIM-Studie aus
Frankreich bzw. Nord-Irland mit altersangeglichenen Kontrollprobanden derselben Regionen in
Bezug auf fiinf verschiedene TNFa-SNP. Kein Allel oder Genotyp war signifikant mit dem
Infarktstatus assoziiert, jedoch war in der nordirischen ,,Hochrisiko“-Population zum einen die A-
Allelfrequenz des (c.-308G>A)-TNFa-SNP in Fall- und Kontrollgruppe signifikant grofer als in
den franzosischen Studiengruppen (0,252 vs. 0,143 in den Fall- und 0,242 vs. 0,157 in den
Kontrollgruppen, p< 0,0001). Zum anderen lag dort eine Tendenz zur Haufung der A-
Homozygoten in der Fallgruppe vor (8,2% vs. 3,4%, p= 0,06), wie sie auch in vorliegender Arbeit
beschrieben wurde (6,8% vs. 1,1%, p= 0,118). Keine solche Tendenz zeigte sich in der
franzosischen Population. Ebenfalls nur unter den nordirischen Myokardinfarktpatienten zeigte sich
ein signifikant groBerer Anteil von A-Allel-Tragern in der Reinfarktgruppe als in der
Erstinfarktgruppe (58,1% vs. 35,5%, p< 0,01). Sowohl in den Fall-, als auch in den
Kontrollgruppen aus Frankreich und Nordirland wiesen A-Allel-Tréger signifikant héufiger
Myokardinfarkte in der Elterngeneration auf. Dieser Zusammenhang mag auf der einen Seite von
geringer Bedeutung sein, da er fiir Fall- und Kontrollgruppen gleichermafen galt. Auf der anderen
Seite unterliegt diese Betrachtung nicht einem theoretischen Selektionsbias, weil auch

zuriickliegende tddliche Infarkte beriicksichtigt werden. Keine Assoziationen mit dem (c.-
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308G>A)-TNFa-SNP ergaben sich hinsichtlich von Blutfettwerten, himostatischen Parametern
oder Blutdruckwerten. Parameter des Glucosestoffwechsels wurden nicht beriicksichtigt, jedoch
ergab sich in der gesamten Studienpopulation eine signifikante Assoziation von A-Allel und
Ubergewicht (p< 0,004). Zusammenfassend ergeben die Studien von Herrmann et al. (1993) keine
einheitliche Aussage zur Assoziation des A-Allels und dem Risiko einer KHK. Zur unmittelbaren
Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Studie fehlt eine koronarangiographische Charakterisierung
der Kontrollgruppen und der nordirischen Fallgruppe.

Ergebnisse von Koch und Mitarbeitern (2001) sprechen gegen eine Rolle des (c.-308G>A)-TNFa-
SNP fiir die Entwicklung einer KHK. Sie verglichen Allelfrequenzen und Genotypverteilungen
auch dieses SNP zwischen alters- und geschlechtsangeglichenen Gruppen aus Patienten
kaukasischer Abstammung mit angiographisch gesicherter KHK (n= 998) bzw. mit altem oder
akutem Myokardinfarkt (n= 793) und einer Kontrollgruppe aus angiographisch gesichert
koronargesunden Personen (n= 340). Die Frequenz des A-Allels betrug 0,16 in der Kontroll- und
KHK-Gruppe, bzw. 0,15 in der Infarktgruppe. Damit entsprach sie gut der Frequenz in der eigenen
Studienpopulation (0,165). Wie die Allelfrequenzen in den Vergleichsgruppen, so unterschieden
sich auch die Verteilungen der Genotypen nur geringfiigig und nicht signifikant. Der AA-Genotyp,
in vorliegender Arbeit tendenziell hiufiger in der Gruppe der Koronarpatienten vorkommend, war
in der Studie Kochs zu 3,8% in der Kontrollgruppe, zu 2,8% in der KHK-Gruppe und zu nur 1,6%
in der Infarktgruppe vertreten. Der GA-Genotyp lag mit Anteilen von jeweils 24,4%, 26,9% und
27,1% in diesen Gruppen vor. Somit spiegeln sich die Haufigkeiten der Genotypen in dieser Arbeit
aus Stiddeutschland insgesamt gut in den entsprechenden Anteilen in vorliegender Arbeit wieder.
Die These, das A-Allel oder der AA-Genotyp kdnnten in Beziehung zur koronaren Herzerkrankung
stehen, wird jedoch nicht gestiitzt.

Obduktionen von finnischen Minnern (n= 700), die im Alter von 33 bis 70 Jahren durch
kardiovaskuldre (41,1%) oder andere Erkrankungen (20,0%) bzw. durch Gewalt (38,9%) an einem
plotzlichen Tod verstorben waren, ergaben nach gezielter Untersuchung keine Hinweise auf eine
Assoziation des (c.-308G>A)-TNFa-SNP mit dem Nachweis schwerer Koronarstenosen, akuter
Myokardinfarkte oder Koronarthrombosen, ferner bestand keine Beziehung des Genotyps zu den
Todesursachen. Allerdings wurde anhand morphometrischer Analysen eine allgemeine Tendenz zu
ausgedehnteren arteriosklerotischen Verdnderungen bei den seltenen A-Homozygoten (n=10)
des(c.-308G>A)-TNFa-SNP besonders in Bezug auf fibrotische Lésionen und Kalzifizierungen
beschrieben. Eine entsprechende Tendenz -mit Signifikanz fiir die fibrotischen Lédsionen und
Kalzifizierungen der Arteria circumflexa sinistra- wurde fiir Homozygotie im G-Allel des
(IVS1+90A>G)-TNFB-SNP (ebenfalls nach Zitation Z15026, s. Abs. 5.2.3) festgestellt (Keso et al.
2001).

Auch an der Plaquedestabilisierung und damit der Erhéhung der Gefahr akuter kardiovaskuldrer

Ereignisse hat TNFo wahrscheinlich einen Anteil (s. Abs. 1.7). Bernard und Mitarbeiter (2003)
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lenkten den Blick auf eine moglicherweise vorrangige Bedeutung des (c.-308G>A)-TNFa-SNP fiir
das Auftreten akuter Koronarsyndrome vor dem Einfluss auf die Entstehung makroangiopathischer
Léasionen. Sie verglichen 299 angiographisch gesicherte ménnliche KHK-Patienten jeder
Altersgruppe in drei Untergruppen, gekennzeichnet durch stabile oder instabile Angina pectoris
oder Myokardinfarkt. In einer multivariaten Analyse in der die Gruppe aus Patienten mit stabiler
Angina pectoris als Referenzgruppe diente, zeigte sich nur die A-Allel-Trégerschaft und die Anzahl
der stenosierten Koronarien als signifikant (p< 0,05) mit dem Status der instabilen Angina pectoris
assoziiert. Einbezogen in die multivariate Analyse wurden auch die wesentlichen klassischen
Risikofaktoren der KHK. Anders als in Bezug auf die instabile Angina pectoris ergab eine
entsprechende Analyse mit dem Infarktstatus als abhingige Variable jedoch keine signifikante
Assoziation mit der A-Allel-Tragerschaft. Diese Ergebnisse fanden auch in univariaten
Betrachtungen ihre Bestédtigung. So waren die Trager des A-Allels in der Gruppe aus Patienten mit
instabiler Angina pectoris signifikant hdufiger als in der Gruppe mit stabiler Angina pectoris
(39,66% vs. 23,16%, p <0,05), wiahrend die Infarktgruppe keinen erhohten Anteil an A—Allel-
Tragern vorwies (23,97%). In Hinsicht auf die A-Homozygotie ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede, wenngleich A-Homozygote in der Gruppe mit instabiler Angina pectoris héaufiger
(6,9%) vertreten waren als in den anderen Gruppen (2,11% bzw. 4,11%). Das OR fiir instabile
Angina pectoris war fiir den AA-Genotyp mit 3,4 noch héher, als fiir den GA-Genotyp mit 1,8, was
trotz fehlender Signifikanz in diesen Untergruppen der A-Allel-Trdger auf einen moglichen
Gendosiseffekt hindeuten konnte. Mit dieser Arbeit iiber verschiedene Formen der KHK schrieben
Bernard et al. (1998) TNFa und dem (c.-308G>A)-TNFa-SNP eine besondere Bedeutung fiir die
Plaquedestabilisierung zu, wobei fiir die Herbeifiihrung eines Myokardinfarktes zusétzliche
Faktoren und Mechanismen ausschlaggebend sein konnten. Der forderliche Einfluss von TNFa, auf
Matrixdestabilisierung und Zelluntergang in komplexen Lésionen (s. Abs. 1.7), sowie Berichte
iiber eine Assoziation des A-Allels mit hoherer TNFa-Aktivitét (z.B. Bouma et al. 1996, Wilson et
al. 1997) tragen zur Plausibilitét dieser These bei. In Hinblick auf die Myokardinfarktgruppe in der
Arbeit von Bernard und Mitarbeitern (2003) ist anzumerken, dass sie ein jiingeres
Durchschnittsalter als die anderen beiden Gruppen aufwies (59 vs. 65 Jahre) und einen geringeren
Anteil an Hypertonikern beinhaltete (47% vs. 59% und 62%). Sie schloss ferner sowohl Patienten
mit akutem, als auch lénger zuriickliegendem Infarkt ein, und schlieBlich war auch hier die
grundsitzliche Moglichkeit eines Selektionsbias gegeben.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass nach eigenen Ergebnissen die seltene A-Homozygotie
im (c.-308G>A)-TNFo-SNP auffallend héufig mit dem Nachweis einer frilh manifestierten
koronaren Makroangiopathie vorlag. Jedoch war in vorliegender Studie keine signifikante
Assoziation dieses SNP mit der KHK in verschiedenen genetischen Modellen nachweisbar. In der
Literatur finden sich in Bezug auf das A-Allel deutliche Hinweise auf die Kopplung mit

krankheitsassoziierten HLA-Haplotypen und auf Assoziationen mit entziindlichen oder infektiosen
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Erkrankungen bzw. deren Verldufen (Jacob et al. 1990, Abraham et al. 1993, Pociot et al. 1993).
Ferner wurde insbesondere ein steigernder Einfluss des A-Allels auf die Aktivierbarkeit des
Promotors bzw. auf die TNFa-Expression beschrieben (Wilson et al. 1997, Bouma et al. 1996),
eine mogliche Erklirung fiir die in vorliegender Studie beobachtete Assoziation von A-
Homozygotie und KHK. Gestiitzt wird diese These durch weitere Studien, die Assoziationen des
A-Allels sowohl mit der Erkrankung im Allgemeinen (Vendrell et al. 2003), als auch mit dem
Risiko myokardialer Reinfarkte, einer familidren Vorbelastung fiir Myokardinfarkte (Herrmann et
al. 1998) oder mit der instabilen Angina pectoris (Bernard et al. 2003) im Speziellen beschrieben
haben. Einem Teil dieser Ergebnisse stehen die Aussagen anderer Arbeiten entgegen (Stiiber 1996,
Brinkmann 1996, Wang und Oosterhof 2000, Koch 2001). Allgemein wurde der Nachweis einer
spezifischen Bedeutung der A-Homozygotie durch die Seltenheit dieses Genotyps erschwert.
Vermutlich wird die Bedeutung des (c.-308G>A)-TNFa-SNP fiir die KHK deshalb auch weiterhin

kontrovers diskutiert werden.

5.2.2 Kein Hinweis auf eine Bedeutung des C13R-TNFB-cSNP als Risikoindikator der koronaren
Makroangiopathie

Inflammatorische Prozesse steuern die Entstehung und Entwicklung arteriosklerotischer Lisionen,
proinflammatorische Zytokine vermitteln dabei die endotheliale Aktivierung, die Ansammlung und
Aktivierung von Entziindungszellen, die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen der
Gefifwand und den damit verbundenen Umbau der extrazelluliren Matrix. Die
Tumornekrosefaktoren TNFa und TNFB wirken in ihrer homotrimeren Form auf gemeinsame
Rezeptoren (TNFR1 und 2), ihre Gene liegen im Abstand von 1-2 kb auf Chromosom 6p21 und
weisen strukturelle Gemeinsamkeiten auf (dargelegt in Abs. 1.6). Wenngleich TNFa in der
Literatur oft das Hauptaugenmerk galt, liegt es ebenfalls nahe, dem lymphozytiren TNF[ eine
Bedeutung fiir die Entwicklung der Arteriosklerose zuzuschreiben. Zudem wirkt TNFB auf
zusitzliche Rezeptoren der TNFR-Superfamilie, so als Bestandteil des LTalp2-Heterotrimers auf
den LTB-Rezeptor. Mutationen des TNFB-Gens konnten somit das Muster entziindlicher Prozesse
auch in der Pathogenese der koronaren Makroangiopathie beeinflussen.

In vorliegender Arbeit wurde die Verteilung der Genotypen zweier cSNP des TNFB-Gens unter den
Patienten bestimmt, und eine Assoziation einzelner Genotypen mit der koronaren
Makroangiopathie anhand verschiedener genetischer Modelle iiberpriift.

Der erste cSNP, C13R-TNFB-cSNP (c.206T>C), ist im Bereich des Exons 2 lokalisiert und durch
einen Basenaustausch von Thymin zu Cytosin bzw. einen resultierenden Austausch der AS 13 der
Signalsequenz von Cystein zu Arginin gekennzeichnet. Die Frequenz des C-Allels betrug 0,293
unter 188 Patienten (s. Abs. 4.3.2). Der Anteil T-Homozygoter in der Gruppe der Koronarpatienten
war etwas grofler als in der Kontrollgruppe (52,1% vs. 43,6%). Umgekehrt verhielt es sich mit der
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Heterozygotie (41,5% vs. 50,0%), da die seltene C-Homozygotie in beiden Vergleichsgruppen
einen Anteil von 6,4% ausmachte. Die Auswertung der Verteilungen der Genotypen in Fall- und
Kontrollgruppe nach einem kodominanten, einem C-rezessiven und einem C-dominanten Modell
ergab keine signifikanten Unterschiede und auch keinen deutlichen Hinweis auf eine mogliche
Bedeutung des C13R-TNFB-cSNP als Risikoindikator der koronaren Makroangiopathie. Eine
friihere Uberpriifung des Zusammenhangs des C13R-TNFB-cSNP und der KHK durch andere

Arbeitsgruppen ist uns nicht bekannt.

5.2.3 Der T6ON-TNFB-cSNP - Ein genetischer Risikomarker der koronaren Makroangiopathie ?

Mit dem T60N-TNFB-cSNP (¢.348C>A) wurde in vorliegender Arbeit ein weiterer TNFB-cSNP in
Hinsicht auf einen moglichen Status als Risikoindikator der KHK untersucht: Er ist in Exon 3
lokalisiert. Der Wechsel von Cytosin zu Adenin ist mit einem AS-Austausch von Threonin zu
Asparagin an Position 60 verbunden, die der Position 26 des reifen Proteins entspricht. Es ist
vorstellbar, dass diese Sequenzvariation auch hohere Ebenen der Proteinstruktur beeinflusst und
damit mutmaBlich die Aktivitdt und Wirksamkeit des reifen Zytokins verdndert. Die Frequenz des
selteneren A-Allels betrug 0,333 unter 174 Patienten der vorliegenden Studie und entsprach damit
gut dem Anteil von 0,35 in einer britischen Studie (Fanning et al. 1997). Bei ein- und
mehrfaktorieller Betrachtung stellte sich fiir den selteneren AA-Genotyp im A-rezessiven Modell
ein signifikant erhohtes OR fiir die Erkrankung an koronarer Makroangiopathie heraus (s. Abs.
4.3.3 und 4.4). Damit wurde durch die vorliegende Studie ein deutlicher Hinweis dafiir gegeben,
dass mit A-Homozygotie im T60N-TNFB-cSNP ein erhdhtes Risiko fiir die frithe Entwicklung
einer koronaren Makroangiopathie einhergehen konnte. Unter den Heterozygoten war der Anteil
der koronargesunden Patienten hoher als der der Koronarpatienten. Somit errechnete sich bei
Zugrundelegung eines kodominanten Modells fiir den AA-Genotyp nur in Bezug auf den
Heterozygotenstatus ein signifikant erhohtes OR (OR= 4,0; p= 0,01), wenngleich auch in Bezug
auf den Wildtyp eine gleichgerichtete Tendenz erkennbar wurde (OR= 2.4; p< 0,10; s. Tab. 20).

Im Folgenden soll der Frage nach einer mdglichen funktionellen Bedeutung dieses ¢cSNP oder
seines unmittelbaren Bezugs zur KHK anhand unterschiedlicher Forschungsergebnisse
nachgegangen werden: Messer und Mitarbeiter (1991) untersuchten einen vorbekannten, zuvor
dem TNFoa-Genort zugeordneten Ncol-RFLP. Dabei stellten sie zum einen klar, dass der
biallelische SNP in dem Bereich des Intron 1 des TNFB-Gens lokalisiert ist (im Weiteren nach
Zitation Z15026 als (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP bezeichnet), und sie bezeichneten das einem
5,3kb-Ncol-Fragment assoziierte G-Allel als ,,TNFB*1%, das mit dem Nachweis eines 11kb-
Fragmentes verbundene A-Allel als ,,TNFB*2%“. Zum anderen erkannten sie eine feste Verkniipfung

des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP mit dem hier diskutierten TOON-TNFB-cSNP (¢.348C>A) in Exon
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3: Das G-Allel in Intron 1 war assoziiert mit dem A-Allel in Exon 3 (AS 60 ist Asparagin), das A-
Allel in Intron 1 mit dem C-Allel in Exon 3 (AS 60 ist Threonin). Diese enge Kopplung beider
SNPs wurde im Rahmen der Analyse von Kopplungsgruppen der TNF-Region durch Fanning und
Mitarbeiter (1997) indirekt mit nur einer Ausnahme unter 201 Proben aus der britischen
Bevdlkerung bestétigt. Auch Abraham und Mitarbeiter beschrieben bei vergleichender Analyse des
TNFB-Gens zweier MHC-Haplotypen das gemeinsame Vorliegen der Variationen in Intron 1 und
Exon 3 (Abraham et al. 1991). Dariiber hinaus konnten Messer et al. (1991) anhand von
mitogenstimulierten Lymphozyten von gesunden, fiir das eine oder andere Allel des
(IVS1+90A>G)-TNFB-SNP homozygoten Probanden zeigen, dass Homozygotie fiir das G-Allel
mit einer signifikant hoheren Stimulierbarkeit der Produktion von TNF[( durch gesteigerte
transkriptionelle =~ Aktivitdt einhergeht. In Anbetracht der geschilderten Kopplung des
(IVS1+90A>G)-TNFB-SNP mit dem T60N-TNFB-cSNP kann der gleiche Effekt auch fiir den in
vorliegender Arbeit als moglichen Risikoindikator der KHK identifizierten AA-Genotyp des T60N-
TNFB-cSNP postuliert werden.

Dem stehen die Ergebnisse der Beobachtungen von Poicot et al. (1993) an stimulierten peripheren
Blutzellen entgegen. Studien von Bouma et al. (1996) zeigten an aktivierten peripheren Blutzellen
eine Tendenz zu gesteigerter TNFB-Produktion in Beziechung zur G-Homozygotie im
(IVS1+90A>G)-TNFB-SNP ohne Signifikanz. Allerdings war das G-Allel auch in einem
Haplotypen mit besonders niedriger TNFa- und TNFB-Sekretion vertreten.

Wie das A-Allel des (c.-308G>A)-TNFa-SNP, so war auch das G-Allel des (IVS1+90A>G)-TNF-
SNP in einer venezolanischen Studie signifikant mit der schwer verlaufenden mukokutanen
Leishmaniose assoziiert (Cabrera et al. 1995). Dagegen beschrieben Stiiber und Mitarbeiter (1996)
einen signifikant hoheren Anteil an Uberlebenden einer schweren Sepsis unter Heterozygoten des
(IVS1+90A>G)-TNFB-SNP, als unter A-Homozygoten, sowie eine signifikant niedrigere A-
Allelfrequenz unter den Uberlebenden.

Schon in Abschnitt 5.2.1 wurden die Ergebnisse von Keso et al. (2001) dargestellt, die zwar keinen
Zusammenhang des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP mit schwerer Koronarstenose, Koronarthrombose,
akutem Myokardinfarkt oder der Todesursache unter plotzlich verstorbenen Finnen (n=700)
feststellen konnten, aber eine Tendenz zu morphometrisch ausgedehnteren Lésionen in
verschiedenen Stadien der koronaren Makroangiopathie bei G-Homozygotie beschrieben.

Jiingste Ergebnisse der Arbeit von Ozaki und Mitarbeitern (2002) geben der These, SNPs des
TNFB-Genlocus seien mogliche Risikoindikatoren im Zusammenhang mit der KHK, neue
Nahrung: In einer breit angelegten Fall-Kontroll-Studie wurden 92 788 SNPs untersucht. Dabei
wurde zundchst festgestellt, dass die G-Homozygotie im (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP (dort als
,»LTA intronl 252 A>G“-SNP bezeichnet) mit dem Erleiden eines Myokardinfarktes assoziiert
war. Dieses Ergebnis fiir das G-rezessive Modell wurde im Vergleich zwischen einer Fallgruppe

aus japanischen Patienten mit Myokardinfarkt (n= 1133) und einer altersadjustierten
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Kontrollgruppe aus der japanischen Bevdlkerung (n= 872; OR= 1,75, p= 0,000018) bzw. einer
nicht altersadjustierten Kontrollgruppe (n= 1006; OR= 1,69, p= 0,000022) bestitigt. Die
weitergehende Analyse einer Region von etwa 130kb auf Chromosom 6p21, die neben dem TNFj-
Genort auch die Gene von TNFa, LT, NFKBIL1 und BAT1 umfasste, ergab vier weitere SNPs,
die eng assoziiert waren mit dem Auftreten eines Myokardinfarktes in der selben
Studienpopulation. Wie unter Voraussetzung der oben beschriebenen engen Kopplung nicht anders
zu erwarten, befand sich unter jenen auch der in vorliegender Arbeit untersuchte, mit dem AS-
Austausch (Threonin—Asparagin) an Position 60 verbundene T60N-TNFB-cSNP (c.348C>A) in
Exon 3 (bei Ozaki et al. (2002) als ,LTA exon3 804C—A, T26N“ bezeichnet; dort AS-
Nummerierung ohne Einbezug des Signalpeptids). Fiir diesen cSNP ergab sich in der Studie von
Ozaki et al. (2002) in einem A-rezessiven Modell fiir den AA-Genotyp eine signifikante
Assoziation mit dem Infarktstatus (altersadjustierter Vergleich: OR= 1,79, p= 0,0000073). Der
Anteil des AA-Genotyps in der Fall- (18,8%) bzw. Kontrollgruppe (11,8%) entsprach gut den
Verhiltnissen in der vorliegenden Territorialstudie aus dem mitteldeutschen Raum (18,4% bzw.
6,9%). Ferner gehorte das A-Allel des TOON-TNFB-cSNP (c.348C>A) zu dem einzigen unter den
fiinf héaufigsten Haplotypen aus zehn SNPs des von Ozaki et al. (2002) untersuchten
Chromosomenabschnitts, der signifikant mit dem Auftreten eines Myokardinfarktes assoziiert war.

Weiterfiihrende Untersuchungen von Osaki und Mitarbeitern (2002) blickten auf funktionelle
Aspekte der SNPs. Zum einen konnten sie feststellen, dass mit dem G-Allel des (IVS1+90A>G)-
TNFB-SNP eine anderthalbfach gesteigerte transkriptionelle Aktivitit in einem Luciferase-Assay
verbunden war, und beobachteten eine stirkere Bindung von Kernfaktoren an ein das G-Allel
beinhaltende Oligonukleotid, was die Ergebnisse von Messer et al. (1991) stiitzt (s.0.). Zum
anderen untersuchten sie mit rekombinantem Wildtyp-TNFB des TOON-TNFB-cSNP (AS60:
Threonin) und der TNFB-Mutante (AS60: Asparagin) die unterschiedliche Fahigkeit zur Induktion
der Expression von Adhédsionsmolekiilen und Zytokinen in kultivierten glatten Muskelzellen aus
HerzkranzgefdBen. Es zeigte sich, dass die TNFB-Mutante die Transkription von VCAM1 doppelt
so stark steigerte wie das Wildtypzytokin, und dass die Mutante im Gegensatz zum Wildtypzytokin
die Transkription des Selectin E induziert.

Die Ergebnisse von Ozaki et al. (2002) untermauern die anhand der Ergebnisse vorliegender Studie
erhobene These, dass A-Homozygotie fiir den hier analysierten T60N-TNFB-cSNP (¢.348C>A) mit
einem erhohten Risiko fiir die frilhe Erkrankung an koronarer Makroangiopathie einhergeht,
wenngleich bei Ozaki et al. (2002) fiir die Fallgruppe der klinische Nachweis -eines
Myokardinfarktes und nicht der koronarangiographische Nachweis einer Makroangiopathie
Einschlusskriterium war. Durch die Beschreibung einer stirkeren Induktion der Transkription von

Adhéasionsmolekiilgenen in kultivierten glatten Muskelzellen der Herzkranzgefile durch die
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TNFB-Mutante wurde ein mit dem AS-Austausch verbundener funktioneller Aspekt der Mutation
aufgedeckt, der theoretisch in Verbindung mit der Pathogenese der KHK zu bringen ist.

Die Ergebnisse einer siiddeutschen Studie stehen jedoch den Aussagen von Ozaki et al. (2002) in
Bezug auf den (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP in Intron 1 entgegen. Eine enge Kopplung beider SNPs
vorausgesetzt, widersprechen sie damit auch den eigenen Beobachtungen beziiglich des T60N-
TNFB-cSNP in Exon 3: Koch et al. (2001) verglichen Allelfrequenzen und Genotypverteilungen
u.a. des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP zwischen alters- und geschlechtsangeglichenen Gruppen aus
Patienten kaukasischer Abstammung mit angiographisch gesicherter KHK (n= 998) bzw. mit altem
oder akutem Myokardinfarkt (n= 793) einerseits und angiographisch unauffilligen
Kontrollprobanden (n= 340) andererseits. Dabei konnten sie keine Assoziationen feststellen. Im
Vergleich zu der japanischen Studienpopulation Ozakis (2002) war in der Studie Kochs et al.
(2001) der Anteil G-Homozygoter in der Infarktgruppe deutlich kleiner (8,4% vs. 18,4%) und der
Anteil G-Homozygoter in der Kontrollgruppe annihernd gleich (10,3% vs. 11,5%).

Ein direkter Vergleich der Ergebnisse Kochs et al. (2001) mit den eigenen ist erneut nur unter
Annahme der nahezu vollstindigen Kopplung des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP und des T60N-
TNFB-cSNP (c.348C>A) moglich (s.0.). Die Allelfrequenzen der demnach verbundenen Allele
waren im Vergleich beider Studien anndhernd gleich (G-Allelfrequenz in Intron 1 bei Koch et al.:
je nach Gruppe zwischen 0,31 und 0,32; A-Allelfrequenz in Exon 3, in vorliegender Arbeit:
insgesamt 0,33). Beide Erhebungen erfolgten an &hnlichen Populationen, die eine im siid-, die
andere im mitteldeutschen Raum. Dennoch ergab die Studie Kochs keine Assoziation zwischen
KHK bzw. Myokardinfarkt und Genotypverteilung des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP, was den
Ergebnissen vorliegender Arbeit in Bezug auf den T60N-TNFB-cSNP widerspricht. Der
Hauptunterschied in der Zusammensetzung beider Studienpopulationen liegt -soweit feststellbar- in
der Altersstruktur: Lag das Durchschnittsalter in den Vergleichsgruppen bei Koch et al. bei zirka
63 Jahren, waren die Patienten bei Eintritt in die vorliegende Studie mit durchschnittlich 49,5
Jahren in der Fall- und 49,9 Jahren in der Kontrollgruppe deutlich jiinger. Dieser Unterschied in der
Altersstruktur kann von Bedeutung sein, wenn man bedenkt, dass die Entwicklung
makroangiopathischer Lasionen mit zunehmendem Alter vor dem Hintergrund des physiologischen
Alterns oder einer lingeren kumulativen Beeinflussung durch konventionelle Risikofaktoren eher
héufiger und in fortgeschritteneren Stadien auftritt. Dagegen bekriftigt eine Assoziation des
pathologischen Koronarstatus mit einer bestimmten genetischen Konstellation besonders in
jingeren Jahren doch eine mdgliche Bedeutung dieser Genkonstellation fiir das Fortschreiten der
Arteriosklerose. Man kann ferner mutmalen, dass ein solcher genetischer Risikoindikator durch
eine Verkiirzung der Lebenserwartung unter Koronarpatienten eines hoheren Lebensalters seltener
nachweisbar sein konnte (Selektionsbias). Allerdings merkten Koch et al. (2001) ohne nihere
Ausfiihrung zusétzlich an, dass in ihren Studiengruppen auch unter den unter 60-jéhrigen Patienten

keine Assoziationen von Genotypverteilungen oder Allelfrequenzen in Bezug auf die KHK oder
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den Infarktstatus zu beobachten waren. Neben einer abweichenden Altersstruktur beider
Studienpopulationen setzten sie sich auch in Bezug auf die Geschlechtsstruktur und das
Vorkommen konventioneller Risikofaktoren unterschiedlich zusammen.

Einen wichtigen Hinweis darauf, dass TNFp an sich eine groBere Bedeutung fiir die Entstehung
arteriosklerotischer Lésionen haben konnte als der in diesem Zusammenhang héufiger untersuchte
TNFa (s. Abs. 1.7), lieferten die Forschungsergebnisse von Schreyer et al. (2002). Sie wiesen
anhand von Mausmodellen zum einen die Expression von TNFB (LTa) sowohl in den
lymphozytenarmen frilhen arteriosklerotischen Lésionen, als auch in komplexeren,
lymphozytenreicheren Lésionen des Aortensinus immunhistochemisch nach. Zum anderen
induzierten sie durch atherogene Diidt frithe ,fatty streak“-Lédsionen in den Aortensinus
verschiedener Knock-out-Mause und analysierten deren Ausmall. Dabei stellte sich heraus, dass
das Ausmal der Lisionen in LTa-defizienten Mausen signifikant kleiner war als in entsprechenden
Wildtyp-Mausen, was auf eine wichtige Rolle dieses vorwiegend lymphozytiren Zytokins in der
Pathogenese hinweist. Dabei konnte ein Teil dieses Effektes auf den niedrigeren
Gesamtcholesterinspiegel bei relativ erhohter HDL-Fraktion in LTa-defizienten Mé&usen
zuriickzufiihren sein. Anders beeinflusste das Fehlen von TNFa die Grof3e der Lasionen nicht, was
die Bedeutung dieses Faktors zumindest fiir die Entstehung friiher lipidreicher Lésionen erneut in
Frage stellt (vgl. Abs. 1.7). Weitere Versuche von Schreyer und Mitarbeitern (2002) zeigten, dass
eine Defizienz des TNFR1 zu einer Vergroflerung der Lasionen fiihrte, wihrend ein Fehlen des
TNFR2 das Léasionsausmall im Vergleich zu Wildtypméusen nicht beeinflusste. Die Diskrepanz
zwischen den Ergebnissen aus der Beurteilung des Einflusses von TNF-Liganden einerseits und
ihren Rezeptoren andererseits deuten abermals auf die Komplexitit der Interaktionen
entziindungssteuernder Prozesse hin. Schreyer et al. (2002) vermuteten den Einfluss anderer noch
undefinierter Mitglieder der TNF-Liganden- oder TNF-Rezeptoren-Familie. So konnten die LTa-
mediierten proatherogenen Effekte auch eine Folge der LTPR-Stimulation durch LTalp2-
Heterodimere sein (s. Abb.1). Unabhéngig davon schreibt diese Arbeit dem TNFP (LTa) einen die

Atherogenese fordernden Einfluss zu.

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie konnte erstmals an europdischen Kaukasiern aus dem
mitteldeutschen Raum nachgewiesen werden, dass die A-Homozygotie fiir den T60N-TNFB-cSNP
nach einem A-rezessiven Modell signifikant und von wesentlichen klassischen Risikofaktoren
unabhéngig mit dem Nachweis einer koronaren Makroangiopathie assoziiert ist. Damit stellt die A-
Homozygotie, die bei etwa jedem Achten der teilnehmenden Patienten nachweisbar war,
moglicherweise einen bedeutsamen genetischen Risikoindikator der KHK dar. Diese Aussage
sollte durch nachfolgende prospektive Studien iiberpriift werden. Noch wihrend der Fertigstellung
vorliegender Arbeit wurde die Assoziation der A-Homozygotie mit dem Auftreten eines

Myokardinfarktes in einer japanischen Studie beschrieben (Ozaki et al. 2002), was die eigene
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Feststellung bekriftigte. Durch die Erkenntnisse anderer Autoren erlangen diese Beobachtungen
Plausibilitdt, wenngleich auch in Bezug auf den T60N-TNFB-cSNP, bzw. den eng gekoppelten
(IVS1+90A>G)-TNFB-SNP, teilweise gegensétzliche Ergebnisse Beriicksichtigung finden miissen:
Das proinflammatorische Zytokin TNF[ ist sowohl in frithen, als auch spéten arteriosklerotischen
Lasionen nachweisbar (Schreyer et al.2002). Durch die nahezu vollstindige Kopplung des T60N-
TNFB-cSNP (¢.348C>A) und des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP kann auf eine Assoziation der A-
Homozygotie mit erhohter Stimulierbarkeit der TNFB-Produktion in vitro gefolgert werden
(Messer et al. 1991). Das aus dem A-Allel abgeleitete Protein mit Asparagin an Position 60
bewirkte in vitro eine stirkere Induktion von Adhdsionsmolekiilen als das Wildtypmolekiil (Ozaki
et al. 2002). Dies deutet auf funktionelle Unterschiede der beiden Zytokinvarianten hin. Schlielich
unterstrichen Knock-out-Modellversuche an Mausen die Bedeutung des TNFB fiir die
Atherogenese, verwiesen aber auch auf die grofe Komplexitit der Atherogenese und noch

ungeklirte Zusammenhinge (Schreyer et al. 2002).

5.2.4 Hinweise auf eine enge Kopplung der potentiell risikoassoziierten TNF-Polymorphismen

Die beiden TNF-Gene liegen tandemartig auf Chromosom 6p21 nebeneinander. Den (c.-308G>A)-
TNFa-SNP und den TO60N-TNFB-cSNP trennen nur 2248 Basenpaare (Fanning et al. 1997). Somit
ist eine gekoppelte Weitergabe der benachbarten Genorte sehr wahrscheinlich. Die nahezu
vollstindige Kopplung der Allele der TNFB-SNP in Intron 1 ((IVS1+90A>G)-TNFB-SNP) und
Exon 3 (T60N-TNFB-cSNP) wurde bereits beschrieben (s. Abs. 5.2.3). In Hinsicht auf das in
Abschnitt 3.4.1 dargestellte ausschlieflich gemeinsame Auftreten der tendenziell mit der KHK
assoziierten A-Homozygotie im (c.-308G>A)-TNFa-SNP mit dem im A-rezessiven Modell
signifikant mit dem Nachweis einer koronaren Makroangiopathie assoziierten AA-Genotyp des
T60N-TNFB-cSNP (¢.348C>A) stellte sich die Frage nach einer gemeinsamen Vererbung beider
mutmaBlichen Risikoindikatoren.

Aus den eigenen Erhebungen konnte festgestellt werden, dass eine derart enge Verkniipfung wie
zwischen den genannten TNFB-SNPs nicht vorliegen kann. Denn A-Homozygotie des T60N-
TNFB-cSNP (c.348C>A) war insgesamt hdufiger und nur zu 28,6% mit A-Homozygotie des (c.-
308G>A)-TNFo-SNP verbunden. Und auch das A-Allel des (c.-308G>A)-TNFa-SNP war nicht
immer mit dem A-Allel des T6ON-TNFB-cSNP verbunden, da 7,1% der GA-Heterozygoten im (c.-
308G>A)-TNFa-SNP C-homozygot im TO6ON-TNFB-cSNP waren.

Diese Beobachtung fand eine Bestitigung in den Analysen der Haplotypstrukturen der TNF-Loci
an 201 Proben von britischen Verstorbenen von Fanning und Mitarbeitern (1997): Sie wiesen je
vier Haplotypen des TNFa- bzw. TNFB-Genorts anhand von jeweils drei biallelischen SNPs nach
und fanden unter den Proben neun verschiedene TNFa/B-Haplotypen. Aus den Ergebnissen ldsst

sich ableiten, dass das A-Allel des (c.-308G>A)-TNFa-SNP ganz iiberwiegend in Verbindung mit
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dem A-Allel des TOON-TNFB-cSNP (c.348C>A) auftrat, denn der diese beiden Allele beinhaltende
TNFo/B-Haplotyp kam unter 398 gezéhlten 72-mal vor, wihrend zwei weitere, das A-Allel des (c.-
308G>A)-TNFa-SNP und das C-Allel des TOON-TNFB-cSNP beinhaltende Haplotypen zusammen
nur flinfmal nachweisbar waren. Es wurde aber auch bestitigt, dass der Umkehrschluss nicht gilt,
denn das A-Allel des TOON-TNFB-cSNP war in zwei weiteren TNFo/p-Haplotypen insgesamt 65-
mal mit dem G-Allel des (c.-308G>A)-TNFa-SNP verbunden. Entsprechende Zusammenhinge
lassen sich auch anhand der Ergebnisse von Koch et al. (2001) ableiten. Bemerkenswert an
Fannings Resultaten ist ferner, dass von den neun A-Homozygoten des (c.-308G>A)-TNFa-SNP,
die unter 199 Verstorbenen nachweisbar waren, acht ebenfalls A-homozygot im T60N-TNFB-cSNP
waren, was tendenziell den eigenen Beobachtungen entspricht. Gleiches gilt fiir die zehn A-
Homozygoten des (c.-308G>A)-TNFo-SNP in der Studie von Keso et al. (2001), die enge
Kopplung der Allele des T6ON-TNFB-cSNP und des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP vorausgesetzt (s.
Abs. 5.2.3).

SchlieBlich analysierten Fanning et al. (1997) verschiedene HLA-Allele in Hinsicht auf ihre
Kopplung an die untersuchten TNFao/B-Haplotypen. Sie stellten heraus, dass der beide A-Allele des
(c.-308G>A)-TNFa-SNP und des T60N-TNFB-cSNP einschlieBende HLA-B8-Cw*0701-TNF2-
LToa2-Haplotyp der am héufigsten nachweisbare erweiterte Haplotyp in dieser Studie war. Sie
beschrieben somit abermals eine Verbindung der beiden moglicherweise risikoassoziierten Allele
mit bestimmten HLA-Varianten. Denn nicht nur das A-Allel des (c.-308G>A)-TNFa-SNP wurde
in der Literatur als assoziiert mit dem HLA-B8-A1-DR3-Haplotypen beschrieben (Wilson et al.
1993), sondern indirekt, unter Voraussetzung der engen Kopplung des (IVS1+90A>G)-TNFB-SNP
und des T6ON-TNFB-cSNP, auch das A-Allel des TOON-TNFB-cSNP (Abraham et al. 1993).

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass Assoziationen einzelner SNPs mit einem bestimmten
Erkrankungsrisiko moglicherweise auch durch die Kopplung an weitere SNPs und deren
Zusammenwirken entstehen, selbst dann, wenn es plausible Hinweise auf eine funktionelle
Bedeutung der einzelnen Mutation gibt. Dies konnte die unterschiedlichen Aussagen zu
Polymorphismen und deren Krankheitsassoziationen erkliaren und birgt die Chance, iiber genauere
Analyse von Haplotypen an groeren Studienpopulationen noch aussagefahigere Risikoindikatoren

in Form von Risikohaplotypen zu entdecken.
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6 Zusammenfassung

Die Pravention der koronaren Herzkrankheit (KHK) ist von herausragender medizinischer, sozialer
und Okonomischer Bedeutung. Eine zielgerichtete Prévention erfordert die Kenntnis der
wesentlichen Risikofaktoren.

Der KHK liegt eine multifaktorielle Genese zu Grunde. Inflammatorische Prozesse haben einen
wesentlichen Anteil an der Entwicklung arteriosklerotischer Lésionen. Dabei dienen Zytokine
zusammen mit den Signalen der direkten Zell-Zell-Interaktion der Zellkommunikation.

Anhand einer Fall-Kontroll-Studie mit 99 alters- und geschlechtsangeglichenen Paaren
koronarangiographierter europdischer Kaukasier mitteldeutscher Herkunft mit und ohne koronare
Makroangiopathie erfolgte in der vorliegenden Arbeit sowohl eine Charakterisierung der
Vergleichsgruppen durch die Analyse der Verteilung etablierter Risikofaktoren der KHK, als auch
eine Suche nach potentiellen genetischen Risikoindikatoren der KHK in Form von SNPs der Gene
der Tumornekrosefaktoren. Die Patienten mit koronarer Makroangiopathie (Fallgruppe) waren
ferner durch eine frithe Erkrankung (vor Vollendung des 56. Lebensjahres) und das Uberleben
mindestens eines Myokardinfarktes gekennzeichnet. Das Durchschnittsalter beider Kollektive lag
bei 50 Jahren, der Anteil der Frauen betrug rund ein Drittel.

Bei einfaktorieller Betrachtung klassischer Risikofaktoren der KHK war Zigarettenkonsum
geschlechtsunabhédngig signifikant mit einem pathologischen Koronarstatus assoziiert. Mit
einseitiger, fettreicher Erméhrung -in Bezug zu gesundheitsbewusster Ernédhrung- und korperlicher
Inaktivitdt in der Freizeit waren zwei weitere, vom Lebensstil abhéngige Risikofaktoren im
Gesamtkollektiv  signifikant héufiger in der Gruppe der Koronarpatienten vertreten.
Hypercholesterindmie und erhdhtes Lipoprotein(a) waren ebenso wie eine positive
Familienanamnese in Bezug auf einen Myokardinfarkt unter den méinnlichen Patienten signifikant
mit der koronaren Makroangiopathie verbunden. Der Anteil der Diabetikerinnen in der Fallgruppe
war etwa doppelt so hoch wie unter koronargesunden Frauen (nicht signifikant). Nach Auswertung
eines mehrfaktoriellen Modells aus fiinf wichtigen Risikofaktoren der KHK mittels binédr
logistischer Regression erwies sich die Hypercholesterinimie als unabhidngig und signifikant
krankheitsassoziiert. Rauchen war unter Nichtdiabetikern und Diabetes mellitus unter
Nichtrauchern signifikant mit einem erhohten Risikoquotienten verbunden. Kein Nachweis einer
Risikoassoziation ergab sich fiir die Risikofaktoren erniedrigtes HDL-Cholesterin und arterielle
Hypertonie.

Folgende Ergebnisse ergab die Analyse der Verteilungen von Genotypen dreier
Zytokingenpolymorphismen (Zitation Z15026) in den Vergleichsgruppen nach unterschiedlichen
genetischen Modellen:

1. Fiir den moglicherweise funktionell bedeutsamen (c.-308G>A)-TNFa-SNP konnte ein Status als

Risikoindikator der koronaren Makroangiopathie in dieser Studie nicht mit Signifikanz belegt

67



werden. Ein Verteilungsunterschied der seltenen A-Homozygoten mit deutlichem Uberwiegen in
der Fallgruppe konnte aber auf ein erhdhtes Risiko der A-Homozygoten Mutationstriger
hinweisen.

2. Der CI13R-TNFB-cSNP (c.206T>C) war nicht mit dem Nachweis einer koronaren
Makroangiopathie assoziiert.

3. Der T60ON-TNFB-cSNP (c.348C>A) fiihrt zu einem AS-Austausch in der Sequenz des reifen
Proteins. In einem A-rezessiven Modell war A-Homozygotie bei ein- und mehrfaktorieller
Betrachtung signifikant und unabhéngig von wichtigen Risikofaktoren der KHK mit dem Nachweis

einer koronaren Makroangiopathie assoziiert.

Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung einer umfassenden und individuellen
Einschitzung des koronaren Risikos in der Priavention und Therapie der KHK. Mit dem Nachweis
einer Assoziation der A-Homozygotie des TO60ON-TNFB-cSNP mit einer koronaren
Makroangiopathie wurde ein Beitrag zur Identifizierung von Kandidatengenen der KHK mit dem
Ziel einer Verbesserung der Privention geleistet. Im Rahmen prospektiver Studien sollten diese
Befunde erhirtet werden. Der Hinweis auf das Vorliegen risikoassoziierter Haplotypen konnte zur
Optimierung zukiinftiger Studienanlagen und damit zu einem weiteren Fortschritt in der

Abschitzung des individuellen genetischen Risikos beitragen.
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Thesen

1. Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist bis heute die haufigste Todesursache in
Industrienationen. Auch angesichts der Zunahme der Prévalenz in Entwicklungslindern und der
demographischen Entwicklung in den Industriestaaten kommt der Priavention der KHK eine

herausragende medizinische, soziale und 6konomische Bedeutung zu.

2. Die KHK ist eine multifaktorielle Erkrankung. Das individuelle Erkrankungsrisiko setzt
sich aus genetischen und umweltabhingigen Faktoren zusammen. Eine umfassende
Risikoabschitzung ist Grundlage préventiver oder therapeutischer Maflnahmen. Aussagekréftige
und stabile genetische Risikoindikatoren konnten eine frithe Risikoabschétzung verbessern und

eine angepasste Pravention ermoglichen.

3. Mit der Identifikation krankheitsassoziierter genetischer Varianten konnten weitere
Erkenntnisse iiber die Pathogenese der KHK gewonnen und damit neue Therapieansitze

geschaffen werden.

4. Mit dieser Arbeit liegen die FErgebnisse einer Fall-Kontroll-Studie an einem
Patientenkollektiv aus 99 alters- und geschlechtsadjustierten Paaren europdischer Kaukasier aus
dem mitteldeutschen Raum mit angiographisch gesichertem Koronarbefund vor. In der Fallgruppe
manifestierte sich die KHK vor Vollendung des 56. Lebensjahres; mindestens ein Myokardinfarkt
lag zuriick. Es wurden etablierte Risikofaktoren erfasst und bewertet sowie ausgewihlte
Polymorphismen der Zytokine TNFo und TNF hinsichtlich ihres Potentials als Risikoindikatoren
der KHK untersucht.

5. Eine ausgeprégte Assoziation mit der KHK zeigte der Zigarettenkonsum, moglicherweise
vor dem Hintergrund eines relativ jungen Patientenkollektivs. Unter allen Patienten und bei
geschlechtsabhéngiger einfaktorieller Betrachtung war Zigarrettenkonsum signifikant mit dem
Vorliegen einer KHK assoziiert. Gleiches gilt fiir eine ein- und mehrfaktorielle Betrachtung unter

Patienten ohne Diabetes mellitus.

6. Unter den nichtmedikamentds gut beeinflussbaren Faktoren waren neben dem
Zigarettenkonsum auch korperliche Inaktivitdt in der Freizeit und ungesunde Ernédhrungsweise
signifikant mit der KHK assoziiert. Fiir das Gesundheitswesen ergeben sich somit

Priaventionsmdglichkeiten durch Aufklarung und Motivation.

7. Diabetes mellitus ist ein etablierter Risikofaktor der koronaren Makro- und
Mikroangiopathie und zudem ein negativer Prognosefaktor fiir das Uberleben nach einem

Myokardinfarkt. In vorliegender Studie war der Anteil der Diabetikerinnen in der Fallgruppe etwa
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doppelt so groBl wie in der Kontrollgruppe (nicht signifikant). Unter den ménnlichen Patienten war
kein deutlicher Verteilungsunterschied feststellbar. Fiir die deutlichere Assoziation des Diabetes
mit der KHK unter den Frauen konnte ein insgesamt giinstigeres Risikoprofil relativ junger Frauen
verantwortlich sein, wodurch der Erkrankung an Diabetes hier ein hoherer Stellenwert filir das
koronare Risiko zukommen konnte. Nach einer stratifizierten ein- und mehrfaktoriellen

Betrachtung war Diabetes mellitus unter Nichtrauchern signifikant mit der KHK assoziiert.

8. Eine Hypercholesterinimie zdhlt zu den wesentlichen therapeutisch beeinflussbaren
Risikofaktoren der Arteriosklerose. In vorliegender Studie konnte dieser Status nach
Kategorialisierung in ein- und mehrfaktorieller Analyse mit Signifikanz nachvollzogen werden. Bei
geschlechtsabhéngiger Betrachtung bestétigte sich das Ergebnis nicht fiir die kleinere Gruppe
weiblicher Patienten. Zur Diskussion stehen daher u.a. ein moglicherweise giinstiger Einfluss
endogener bzw. exogener Ostrogene oder der tendenziell mehr gesundheitsbewussten Ernihrung
der Frauen dieser Studie. Unter den kontinuierlichen Merkmalen lag der LDL/HDL- Quotient
signifikant hoher fiir die Gesamtheit der Koronarpatienten, trotz der hdufigeren Anwendung von
Lipidsenkern in dieser Gruppe. Die Konzentrationen des atherogenen Lp(a) waren unter
maénnlichen Koronarpatienten signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Das potentiell protektive
Apolipoprotein Apo-Al zeigte signifikant hohere Konzentrationen in der weiblichen Kontroll- als
in der Fallgruppe. Keine signifikanten Ergebnisse ergaben u.a. die Betrachtungen von HDL-

Cholesterin und Triglyzeriden.

9. Arterielle Hypertonie ist als Risikofaktor der KHK und anderer GefdBerkrankungen
anerkannt. Eine adidquate Therapie ist in der Primér- und Sekundérprédvention etabliert. Anhand
vorliegender Studie konnte keine Assoziation der KHK und Hypertonie nachvollzogen werden.
Moglicherweise fiihrte u.a. eine zu stark vereinfachte Kategorialisierung in Hypertoniker und

Nicht-Hypertoniker zu diesem Ergebnis.

10. In vorliegender Studie war eine positive Familienanamnese hinsichtlich eines
Myokardinfarktes signifikant mit der Zugehorigkeit zur KHK-Gruppe verbunden. Dieser
Zusammenhang mag sowohl auf der Weitergabe genetischer Risikokonstellationen, als auch

risikoassoziierter Gewohnheiten im familidren Rahmen beruhen.

11. Die Entwicklung arteriosklerotischer Lésionen ist ein chronisch entziindlicher Prozess der
GefaBBwand. Die verwandten Zytokine TNFa und TNFP werden von Zellen der arteriosklerotischen
Liasion gebildet und beeinflussen wahrscheinlich die Atherogenese auf den verschiedenen Stufen

ihrer Entwicklung. IThre Gene empfehlen sich daher als potentielle Kandidatengene der KHK.
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12. Trotz eines auffilligen Verteilungsunterschieds der A-homozygoten Patienten des
moglicherweise funktionell bedeutsamen (c.-308 G>A)-TNFa-SNP der Promotorregion in der Fall-
und Kontrollgruppe, die auf eine Assoziation der A-Homozygotie mit der koronaren
Makroangiopathie hinweist, konnte anhand vorliegender Studie keine eindeutige Aussage zur

widerspriichlich diskutierten Bedeutung dieses SNP fiir die Progression der KHK getroffen werden.

13. Der CI13R-TNFB-cSNP in Exon 2 war auch unter Berlicksichtigung verschiedener

genetischer Modelle nicht mit dem Nachweis einer KHK assoziiert.

14. In vorliegender Territorialstudie zeigte A-Homozygotie im T60N-TNFB-cSNP in Exon 3
nach einem A-rezessiven Modell eine von wesentlichen klassischen Risikofaktoren der KHK
unabhéngige, signifikante Assoziation mit dem Nachweis einer koronaren Makroangiopathie.
Somit wurde erstmals fiir eine Studienpopulation aus europédischen Kaukasiern mitteldeutscher
Herkunft der TO60N-TNFB-cSNP als genetischer Risikoindikator der KHK identifiziert. Dieser
Zusammenhang in der Retrospektive sollte anhand zukiinftiger prospektiver Studien iiberpriift

werden.

15. Die Gene von TNFa und TNFP befinden sich im Abstand von nur etwa 2kb auf
Chromosom 6p21.3 in Nachbarschaft zu den MHC-I- und MHC-III-Regionen. Eigene
Beobachtungen und die Resultate anderer Autoren deuten darauf hin, dass A-Homozygotie im (c.-
308G>A)-TNFo-SNP der Promotorregion meist in Verbindung mit A-Homozygotie im T60N-
TNFB-cSNP vorliegt. Fiir beide SNPs wurde wiederum eine Kopplung an bestimmte HLA-
Varianten in erweiterten Haplotypen beschrieben. Es bietet sich daher die Moglichkeit, anhand der
Analyse erweiterter Haplotypen in groeren Studienpopulationen noch aussagefahigere genetische

Risikoindikatoren der KHK in Form von ,,Risikohaplotypen‘ zu ermitteln.
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