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1. Einleitung

1. Einleitung

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) verursachen kardiovaskuldre Erkrankungen
weltweit jahrlich ca. 15 Millionen Todesfille (WHO, Genf 2000). Etwa 50 % davon ereignen sich in
hochentwickelten Industrieldindern. Kardiovaskuldre FErkrankungen stellen hier die héufigste
Haupttodesursache bei Erwachsenen dar. Diese Erkrankungen zdhlen insbesondere durch ihre lange
Behandlungsdauer zu den kostenintensivsten Erkrankungen in den westlichen Landern (50-150 Milliarden
USD pro Jahr) (Nature Biotechnology, 2000).

Unter der Bezeichnung ,kardiovaskulidre Erkrankungen® werden eine Reihe von krankhaften Verdnderungen
im kardiovaskuldren System zusammengefasst, die nach WHO-Klassifikation folgende Merkmale bzw.
Ereignisse aufweisen: Hypertonie mit oder ohne Nierenerkrankung, Schlaganfall, Krankheiten von Arterien,
Arteriolen, Kapillaren, Venen und LymphgefdBen. AuBBerdem zdhlen dazu pathologische Verdnderungen am
Herzen: rheumatisches Fieber/rheumatische Herzerkrankung, chronische Herzinsuffizienz, akutes
Koronarsyndrom mit akutem Myokardinfarkt und instabiler Angina Pectoris, stabile Angina Pectoris,
Myokarditis, septische Kardiomyopathie, Ischdmie und andere Herzerkrankungen (WHO, World Health
Statistics, 1995; Rauchhaus et al., 2001).

1.1. Bedeutung der Atherosklerose bei kardiovaskuldren Erkrankungen

Haufig liegt kardiovaskuldren Erkrankungen der Prozess der Atherosklerose zugrunde. Atherosklerose ist die
haufigste, chronisch fortschreitende Systemerkrankung der Arterien mit degenerativen Verdnderungen der
Gefdflwand. Atherosklerose fiithrt durch arteriosklerotische Plaques und sekundidre Thrombosen zu
Wandverhértung und -deformierung mit Elastizititsverlust und Verengung des GefdBlumens. Nekrosen, aber
auch Durchbriiche in das GefaBlumen (atheromatose Geschwiire) werden ebenfalls festgestellt.

Als ursdchlich bedeutsam gelten neben genetischen bzw. konstitutionellen und Altersfaktoren auch sog.
umweltbedingte Faktoren wie die Lebensweise (z.B. lipidreiche Erndhrung), toxische Einfliisse (Nikotin),
Hypertonie, Stoffwechselleiden (z.B. Diabetes mellitus) und chronische, z.B. rheumatische Entziindungen.
Entscheidend ist die Imbalance von Risikofaktoren, d.h. bei einer ungiinstigeren genetischen Konstellation
konnen schon wenige exogene Risikofaktoren zur Atheroskleroseentwicklung fiihren, wohingegen bei
giinstiger genetischer Disposition erst durch das Zusammenwirken einer Vielzahl von duferen atherogenen
Faktoren eine Atherosklerose ausgebildet wird (Schulz, 2001).

Die Entwicklung der Atherosklerose ist ein Vorgang, der Jahrzehnte lang dauern kann und der meist schon
im zweiten oder dritten Lebensjahrzehnt beginnt, sich aber oft erst in der zweiten Lebenshilfte manifestiert.
Die Atherosklerose stellt die Grundkrankheit ischdmischer Folgeerkrankungen an Herz, Gehirn und anderen
Organen, sowie an den Extremitdten dar (Robenek et al., 1995). Anhand von modernen morphologischen,
zellbiologischen und molekularbiologischen Studien wurden Theorien {iber die Entstehung und das
Fortschreiten der Atherosklerose entwickelt, auf die im weiteren kurz eingegangen wird.

Die sog. ,,Lipidtheorie® basiert auf der Erkenntnis, dass zwischen Stérungen im Fettstoffwechsel und der
Atheroskleroseentstehung  ein  kausaler =~ Zusammenhang  besteht. Sie  besagt, dass der
Atheroskleroseentwicklung hauptsidchlich der Prozess der Akkumulation von Plasmalipiden und
Plasmalipoproteinen in die Intima der GefiaBwand durch Infiltration und Perfusion zugrunde liegt. Die
zentrale Risikorolle iibernimmt dabei die hohe Plasmakonzentration von Gesamtcholesterol und besonders
von LDL (Low Density Lipoprotein)-Cholesterol (Severs et al., 1992; Ross et al.,, 1986). Durch
zellbiologische und morphologische Methoden konnte gezeigt werden, dass bei der

Atheroskleroseentstehung Monozyten des Blutstroms in die Intima der Arterienwand einwandern und sich zu
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Makrophagen differenzieren (Robenek et al., 1995). Die Cholesterinakkumulation der Makrophagen in der
Gefdlwand und ihre anschlieBende Differenzierung in Schaumzellen stellt den wesentlichen Mechanismus
bei der Atherogenese dar (Severs et al., 1992).

Uber Jahrzehnte hinweg galt die Lipidtheorie als dominierendes Modell der Atheroskleroseentstehung.
Davon abgeleitete Anderungen im Lebensstil und die gezielte pharmakologische Reduktion erhohter
Cholesterolwerte haben jedoch kardiovaskuldre FErkrankungen nicht von ihrer Spitzenposition als
Todesursache in Deutschland, Europa, Asien und den USA verdringt. Inzwischen wird davon ausgegangen,
dass die klassischen Risikofaktoren nur ca. 50-60 % der Variabilitit des absoluten atherosklerotischen
Ereignisrisikos vorhersagen konnen (Ross et al., 1999).

Nach neueren Erkenntnissen wird den Indikatoren einer systemischen Entziindungsreaktion z.B. Zytokinen,
Wachstumsfaktoren, Akutphase-Proteinen (APP) wie C-reaktives protein (CRP) (Lindahl et al., 2000) und
Matrixkomponenten eine prognostische Aussagekraft in der Atherosklerose zugeschrieben (Sharma et al.,
2000). Proinflammatorisch wirksame Zytokine sind zentrale Mediatoren der natiirlichen Immunabwehr und
werden bei einer Reihe von kardialen Erkrankungen z.B. chronischer Herzinsuffizienz und stabiler Angina
pectoris (Ikonomidis et al., 1999) vermehrt im Blut gefunden (Torre-Amione et al., 1996). Aber auch bei
plotzlich auftretenden Prozessen wie dem akuten Koronarsyndrom mit Herzinfarkt (Ridker et al., 2000) und
instabiler Angina pectoris (Biasucci et al., 1996), der akuten Myokarditis (Matsumori et al., 1996) und der
septischen Kardiomyopathie wurden erhéhte Konzentrationen von inflammatorischen Markern gemessen.
Diese zweite Theorie der Atheroskleroseentstehung wird als ,,Response-to Injury“-Theorie bezeichnet.

Die ,,Response-to-Injury“-Theorie betrachtet als initialen Faktor einer Atheroskleroseentstehung die
Beschddigung der Endothelschicht der Arterien durch Sauerstoffradikale, wie oxidiertes LDL, oder andere
Faktoren. Die Prisenz von oxidiertem LDL beispielsweise flihrt nicht nur zur Verfettung der in der Intima
befindlichen Zellen, sondern bewirkt die chemotaktische Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut und
von glatten Muskelzellen aus der Media. Sowohl Monozyten als auch Muskelzellen konnen verschiedene
biologisch aktive Substanzen wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und APP sezernieren und damit erheblich
das Stoffwechselgeschehen in der Gefdlwand beeinflussen. Die anschlieBende Aggregation von
Thrombozyten und thrombozytirer Faktoren an die GefdBintima stimuliert die glatten Muskelzellen zur
Proliferation und zur Produktion von Bindegewebssubstanzen (Proteoglycane, Kollagene, elastische Fasern)
(Ross et al., 1986, 1999; Severs et al., 1992; Thie et al., 1992; Volker et al., 1992). Daraus resultiert eine
Verdickung und Verhértung der Arterienwand.

In der atherosklerotisch verdnderten GefaBwand konnten auch Bakterien der Spezies Chlamydia pneumoniae
nachgewiesen werden. Tierexperimente liefern Hinweise auf eine mogliche Beteiligung dieser und anderer
Bakterien bei der Entstehung der Atherosklerose. So konnten bei vielen Patienten mit koronarer
Herzkrankheit serologisch Antikorper gegen Helicobacter gefunden werden (Pfeiffer et al., 2000). Alle diese
Befunde legen den Schluss nahe, dass moglicherweise mit der Infektion verbundene, allgemein entziindliche
Komponenten die Entstehung oder Progression der Atheriosklerose befordern (Pfeiffer et al., 2000).

1.2. Klinik der koronaren Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit ist charakterisiert durch ein Missverhéltnis von Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf im Herzmuskel. Die hdufigste Ursache fiir eine Minderdurchblutung (95 %) ist die
Atherosklerose der grolen Herzkranzgefdfle. Durch Ablagerungen von Lipiden, Fibrin und Kalk sowie durch
Bindegewebebildung im Inneren der GefaBwinde entstehen Plaques, die sich weiterhin zu Stenosen
(Einengungen) entwickeln. In ca. 5 % der Fille von koronarer Minderdurchblutung stéren
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Wandveridnderungen in den kleinen EndgefaBen die Regulierung der Blutzufuhr zum Myokard. Sie treten
mehr als Folge des Bluthochdrucks, des Diabetes mellitus oder entziindlicher Erkrankungen der Gefidf3e auf.
Auch Faktoren wie Herzfrequenz, Herzrhythmusstérungen, Herzklappenfehler und die Dicke des
Herzmuskels beeinflussen die Sauerstoffzufuhr (Pfeiffer et al., 2000). Neben erwidhnten Faktoren kdnnen
Situationen des erhohten Sauerstoftbedarfs (korperliche Arbeit, emotionale Stresssituationen, fieberhafte
Erkrankungen oder Schilddriiseniiberfunktion) die Symptomatik der koronaren Herzkrankheit ausldsen oder
verstdrken. Gleichermallen kann sich ein erniedrigtes Sauerstoffangebot auswirken, z.B. bei
Lungenerkrankungen, Andmien, erhohter Blutviskositdt, Hohenaufenthalt oder Kohlenmonoxidvergiftung.
Das Leitsymptom der koronaren Herzkrankheit ist die Angina pectoris (Krankheit mit Verengungs-,
Beengungsgefiihl), auch Stenokardie genannt. Es wird zwischen stabiler und instabiler A. pectoris
unterschieden. Bei einer stabilen A. pectoris halten die Schmerzen fiir die Dauer der Belastungssituation an
und klingen in Ruhe ab, oder es tritt eine Besserung nach Applikation von gefaBBerweiternden Medikamenten
(Nitropréparate) ein. Bei jeder erstmals auftretenden A. pectoris, bei zunehmender Héufigkeit, Dauer und
Schmerzintensitit, bei erhohtem Bedarf an Medikamenten und dem Auftreten der Beschwerden in Ruhe wird
iiber eine instabile A. pectoris gesprochen (Pfeiffer et al., 2000). Jeder fiinfte Patient mit einer instabilen A.
pectoris erleidet im Laufe eines Jahres einen Myokardinfarkt oder verstirbt an plotzlichem Herztod. Weitere
Zeichen einer koronaren Herzkrankheit koénnen Herzrhythmusstérungen und eine zunehmende
Herzinsuffizienz sein.

Die bedrohlichste Form der koronaren Herzkrankheit ist der Herzinfarkt. Ursache dafiir ist der Verschluss
eines Herzkranzgefdfies durch ein Blutgerinnsel. Die Bildung der Blutgerinnsel wird durch verlangsamte
oder verwirbelte Blutstromung in sklerotisierten GefdBlen gefordert. Aber nicht allein die verdnderten
Stromungsverhéltnisse verursachen die Bildung von Blutgerinnsel. Meist fiihrt ein plotzliches Aufquellen
oder Aufplatzen eines arteriosklerotischen Plaques zu einem mikroskopisch kleinen Einriss der
Gefdflinnenwand. Dabei werden gewebseigene Substanzen freigesetzt, die zur Aggregation der
Thrombozyten und zur nachfolgenden Gerinnselbildung fiihren. Ist die Durchblutung eines Myokardareals
unterbrochen, beginnen die Herzmuskelzellen abzusterben. Nach ca. 6 Stunden sind keine iiberlebenden
Herzmuskelzellen zu erwarten, auch wenn die Durchblutung wieder hergestellt ist. Die korpereigenen
Reparaturmechanismen konnen die einmal abgestorbenen Herzmuskelzellen nur durch funktionslose

Bindegewebszellen (Narbengewebe) ersetzen (Pfeiffer et al., 2000).

Angesichts der hohen Sterblichkeitsrate und der enormen Behandlungskosten der kardiovaskuldren
Erkrankungen wird in verschiedenen Bereichen der Biologie, Medizin und Pharmakologie bestrebt, die
Ursachen dieser komplexen Erkrankung zu analysieren und erfolgreiche Therapieansitze zu entwickeln.
Dabei stehen praventive und therapeutische Behandlungsziele im Vordergrund. Die Verbesserung des
Gesundheitsverhaltens der Bevolkerung sowie die moglichst frithzeitige Erkennung pradisponierter Personen
und deren gezielte Therapie nehmen dabei eine zentrale Rolle ein.

Das Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit bestand in der Untersuchung ausgewaihlter genetischer
Risikofaktoren bei kardiovaskuldren Erkrankungen, insbesondere bei akuter koronarer Herzkrankheit. Da die
Atherosklerose ein komplexes multifaktorielles Geschehen darstellt, wurden in der vorliegenden Arbeit
mehrere im atherosklerotischen Geschehen involvierte Stoffwechselwege beleuchtet (Abb. 1). Im
Vordergrund standen Untersuchungen zu inflammatorischen Prozessen der Atherosklerose bzw. zu den
potentiellen Risikofaktoren der Inflammation wie Tumornekrosefaktor o und 8 (TNFa, TNFB). Weiterhin

wurden Risikofaktoren untersucht, die eine pathophysiologisch wichtige Rolle bei Proliferations- (FGF-2),
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Lipidstoffwechsel- (HSPG-2), Zelladhdsionsprozessen (MTHFR), sowie beim Modulieren des Geféal3tonus
(NOS3) spielen und den inflammatorischen Stoffwechselvorgang bei der Atherosklerose mit beeinflussen

konnen.

Vasodilatierende bzw. /—7 / glatte Muskelzellen
-konstruktorische /

Faktoren NO

[ 4
NOS3 =——NO Faktoren der Endothel
Proliferation und
——— - . .
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Abb. 1: Darstellung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten genetischen Risikofaktoren im
atherosklerotischen =~ Geschehen: = Tumornekrosefaktor o und B8 (TNFao und  TNFB),
Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-2), Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR), Heparan-Sulfat-
Proteoglykan-2 (HSPG-2) und Stickstoffmonoxid-Synthase-3 (NOS-3) (nach Haber, 1995).

1.3. Atherosklerose — ein inflammatorischer Prozess

1.3.1. Molekulare Mechanismen der Inflammation

Bei einer Entziindung handelt es sich um eine sehr komplexe Abwehrreaktion des Organismus auf eine
Vielzahl von Schiden. An diesem streng regulierten Mechanismus sind verschiedene Zelltypen beteiligt, die
sowohl untereinander kommunizieren, als auch mit Bestandteilen der Extrazellulirmatrix und dem
entziindungsauslosenden Agens interagieren (Martens et al., 1998). Je nach Ausmall der Schidigung
beschrinkt sich die Entziindung auf einen lokalen Bereich, oder es werden systemische
Abwehrmechanismen des Organismus aktiviert. Die entziindungsauslosenden Reize lassen sich in biotische
(Bakterien, Viren, Pilze oder groBere Parasiten wie Wiirmer) und abiotische (mechanische Gewebsstorung,
Kalte, Hitzereiz, UV-Strahlung usw.) Noxen unterteilen.

An einer Entziindung sind unterschiedliche Zelltypen beteiligt, von denen die meisten im Blut zirkulieren. Es
wird zwischen den priméiren phagozytotischen Zellen (Makrophagen und neutrophile Zellen) und den primér
sekretorischen Zellen (eosinophile/ basophile Zellen und natiirliche Killerzellen) unterschieden. Von grof3er
Bedeutung sind die weilen Blutkorperchen (B- und T-Lymphozyten), die sowohl fiir das spezifische
Erkennen fremder Bestandteile, als auch fiir deren Prdsentation oder Markierung mit Antikérpern im
Organismus verantwortlich sind. Die zytotoxischen T-Zellen sind in der Lage, die vom Erreger befallenen
korpereigenen Zellen abzutdten (Dargel et al., 1995; Heinrich et al., 1998; Janeway et al., 1995). Zusitzlich
sind am Entziindungsgeschehen noch Zellen der BlutgefaBBendothelien beteiligt.
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Die Entziindungsmediatoren werden von den Entziindungszellen freigesetzt und sind genauso vielfiltig.

Durch Aktivierung der Oberflichenrezeptoren setzten die Entziindungszellen schon synthetisierte und
gespeicherte Stoffe frei, oder es erfolgt eine de novo Synthese. Mediatoren kénnen in unmittelbarer
Umgebung der sekretorischen Zelle eine lokale Entziindung hervorrufen, oder sie gelangen ins Blut und
konnen durch ihre Verteilung im ganzen Organismus systemische Abwehrreaktionen einleiten. Zu den
Entziindungsmediatoren gehdren die Arachidonsiurederivate Prostaglandine und Leukotriene, Histamin
bzw. Serotonin (bei Ratten und Miusen), sowie die Zytokine, eine Gruppe strukturell sehr verschiedener
hormonéhnlicher Proteine (Abb. 2).

Lokale Reaktionen

Systemische Reaktionen
Aktivierung von
Blutzellen:

Fieber
Monozyten
Schmerz
Noxen Granulozyten .
Freisetzung von
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Abb. 2: Entziindungsinitiation und dabei ablaufende lokale und systemische Reaktionen im menschlichen

Organismus (nach Gemsa et al., 1984).

1.3.2. Bedeutung der Zytokine bei Herzerkrankungen

Biologisch gesehen sind Zytokine hormonéhnliche regulatorische Mediatoren, die meist erst nach
Stimulierung u.a. von Leukozyten produziert werden und an ihrem Zielort mannigfaltige Funktionen
ausiiben (Balkwill et al., 1989). In der Regel sind sie hochaktiv (minimale Konzentration: pg bis ng), binden
an hochaffine Rezeptoren und sind meist in kurzer Distanz aktiv (Ausnahme: IL-1 oder TNF). Es handelt
sich in der Regel um einfache 5-100 kDa grof3e Polypeptide. Diese Substanzen sind an der Regulierung der
Ontogenese, der Gewebereparatur, der Immunabwehr, der Entziindung, der Kontraktilitit von Herz und
Gefdllen, der Aufrechterhaltung der Korperprozesse und des Zelltods beteiligt (Thompson et al., 1998; Mire-
Sluis et al., 1998; Meager et al., 1999).

Nach der funktionellen Einteilung lassen sich folgende Klassen der Zytokine unterscheiden: Interferone
(IFN), Interleukine (IL-1 bis IL-23), Tumornekrosefaktoren (TNFa und 8), Kolonie-stimulierende Faktoren
(CSF), Wachstumsfaktoren (EGF, IGF, PDGF, VEGF, FGF, NGF oder TGF), Chemokine und Virokine.
Proinflammatorisch wirksame Zytokine sind zentrale Mediatoren der natiirlichen Immunabwehr und werden
bei einer Reihe von kardialen Erkrankungen erhoht im Blut vorgefunden. Sowohl bei chronischen
Herzleiden wie der chronischen Herzinsuffizienz (CHI) und der chronischen A. pectoris als auch bei
plotzlich auftretenden Prozessen wie akutes Koronarsyndrom mit Herzinfarkt (Ridker et al., 2000), instabiler
Angina pectoris (Biasucci et al.,, 1996), akuter Myokarditis und septischer Kardiomyopathie wird eine

erhohte Konzentrationen von inflammatorischen Markern beobachtet (Tab. 1).



1. Einleitung

Tabelle 1: Inflammationsmarker und Herzerkrankungen beim Menschen (nach Rauchhaus et al.,
2001).

Herzerkrankung CRP TNF IL-6

Chronische Herzinsuftizienz erhoht erhoht erhoht

Akutes Koronarsyndrom

- Akuter Myokardinfarkt erhoht erhoht erhoht
- Instabile A. pectoris erhoht erhoht
Stabile A. pectoris erhoht erhoht
Myokarditis erhoht
Kawasaki-Syndrom erhoht erhoht
Septische Kardiomyopathe erhoht erhoht

1.3.2.1. Ursachen der Zytokinproduktion bei KHK

Die Ursachen der Produktion proinflammatorischer Zytokine bei koronaren Herzerkrankungen (KHK) und
deren pathophysiologischer Stellenwert werden bis heute kontrovers diskutiert. Im folgenden wird kurz auf
die moglichen Ausloser der erhhten Zytokinproduktion bei KHK eingegangen (Abb. 3).

Die Endotoxinhypothese postuliert, dass es bei KHK verursacht durch eine Storung der intestinalen
Endothel- und Barrierefunktion zur bakteriellen Translokation iiber die Darmwand kommt. Die daraus
resultierende Endotoxindmie stimuliert die Produktion von Zytokinen aus peripheren immunkompetenten
Zellen (Anker et al., 1997). Auch fiir die Entwicklung atherosklerotischer GefdBverdnderungen in der
Peripherie konnte bakterielles LPS (Lipopolysaccharid) eine Rolle spielen (Wiedermann et al., 1999).
Kardiale Myozyten konnen unter verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen selbst TNFa
synthetisieren. TNF-Protein und TNF-mRNA sind im Myokard von Patienten mit CHI nachgewiesen worden
(Doyama et al., 1996; Torre-Amione et al., 1996; Habib et al., 1996), wobei die Produktion von TNF-Protein
und -mRNA bei kardialer Druckiiberlast sowohl in den Herzmuskelzellen als auch in Nichtmuskelzellen des
Herzens erfolgt (Kapadia et al., 1997).

Ein anderer denkbarer Triggermechanismus fiir eine erhohte Zytokinproduktion koénnte der oxidative Stress
sein. Bei Patienten mit CHI stehen die Parameter des oxidativen Stresses in enger Verbindung zur
Konzentration 16slicher TNF-Rezeptoren (Keith et al., 1998). Die bei der CHI verminderte vasodilatatorische
Kapazitit, die eng mit dem TNF-Spiegel im Plasma korreliert (Anker et al., 1997), kann zur Gewebshypoxie
beitragen und so die Inflammation verstarken. Andererseits kann die chronisch erhdhte Persistenz von freien
Sauerstoffradikalen durch Ischdmie und Hyperperfusion in metabolisch aktiven Geweben zur Aktivierung
der P;s-MAP-Kinase (mitogen-activated-protein-kinase) und des nukledren Faktors kappa-B (NFkB) fiihren,
welche die Schliisselelemente der intrazelluldren Signaltransduktion sind und die Zytokin-Genexpression
und -Freisetzung beeinflussen (Barners et al., 1997).

Eine wachsende Anzahl von Studien belegen den funktionellen Kontakt von Nervenfasern mit
immunologischen Zellen und Geweben, die im Sinne eines neuroimmunologischen Regelkreises mit Hilfe
von Zytokinen und Hormonen immunologische Funktionen beeinflussen (Rauchhaus et al., 2001).
Acetylcholin, der vagale Neurotransmitter, reduziert die Freisetzung von TNF, IL-18, IL-6 und IL-18 aus
LPS-stimulierten humanen Makrophagenkulturen. Die direkte elektrische Stimulierung des peripheren
Vagus in vivo wihrend einer LPS-Administration mit todlicher Dosis hemmte die TNF-Synthese in der
Leber, reduzierte die Spitzenwerte von TNF im Serum und verhinderte die Entwicklung des Schocks
(Munger et al., 1996). Auch adrenerge Signale haben immunmodulatorische Eigenschaften (Keith et al.,
1998). So induziert Noradrenalin in Kardiomyozyten das IL-6 (Anker et al., 1997).
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Abb. 3: Bekannte und mogliche Signaltransduktionswege des TNFa bei kardialer Dysfunktion (nach
Rauchhaus et al., 2001).

1.3.3. Tumornekrosefaktoren oo und 8 (TNFo und TNFB)

Zu der Familie der Tumornekrosefaktoren zdhlen zwei strukturell und funktionell dhnliche Proteine,
TNFa (Cachectin) (Carswell et al., 1975; Beutler et al., 1985) und TNFB (Lymphotoxin) (Williams et al.,
1969; Ruddle et al., 1987). TNFa wird hauptsdchlich von Monozyten und/oder Makrophagen, und TNFf3
von lymphoiden Zellen produziert. Die TNFa- und TNFB-Gene weisen auf Aminosdureebene (cDNA-
Klonierung) 30 % Homologie auf (Gray et al., 1987; Pennica et al., 1984). Die cDNA vom TNFa kodiert fiir
157 AS und die vom TNEFB fiir 171 AS (Fiers et al., 1991). TNFa und TNFB sind single copy Gene, die dicht
beieinander im MHC (Major Histocompatibility Complex)-Gencluster auf dem kurzen Arm des Chromosoms
6 (6p21.3) lokalisiert sind (Nedwin et al., 1985; Spies et al., 1986). In allen untersuchten Spezies befindet
sich das TNFB-Gen in 5’-Richtung vom TNFa-Gen. Beide Gene sind ca. 3 kb lang und bestehen aus vier
Exons und drei Introns (Spriggs et al., 1991; Turetskaya et al., 1992). TNFa und TNFB besitzen zahlreiche
polymorphe Stellen, die im Zusammenhang mit verschiedenen autoimmunen, infektidsen aber auch
kardiovaskuldren Erkrankungen untersucht worden sind (Mira et al., 1999; Knight et al., 1999; Herrmann et
al.,, 1998; Zinman et al., 1999; Norman et al., 1995). In Abb. 4 sind das TNFa- und -8-Gen mit den

bekannten Polymorphismen schematisch dargestellt.
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TNFo- und TNFB-Polymorphismen (Nomenklatur nach Antonarakis et al., 2001)

1: IVSI+90A>G 8:¢c.1-572A>C
2: IVS1+206G>C 9:¢.1-376G>A
3: IVS1-13_12dupTC 10: ¢.1-308G>A
4: CI3R 11:¢c.1-244G>A
5: T6ON 12:¢.1-238G>A
6: ¢.1-863C>A 13:¢69 71linsC
7:¢.1-857C>T 14: IVS1+318  320insG

Abb. 4: Schematische Darstellung der TNFa- und TNFB-Gene mit bekannten polymorphen Stellen (1-14)
(Wilson et al., 1992; D’ Alfonso und Richardi, 1994; Hamann et al., 1995; Fanning et al., 1997; Herrmann et
al., 1998; Uglialoro et al., 1998); (TNFa,b,c,d,e sind die bekannten Mikrosatelliten-Polymorphismen).

Die TNF-Wirkungen werden durch Quervernetzung membrangebundener Rezeptormolekiile vermittelt
(TNF-Rezeptoren I und II) (Bazzoni et al., 1996). Die extrazelluldren Anteile beider TNF-Rezeptoren liegen
auch als 16sliche Form im Serum vor, konnen weiterhin TNF binden und damit die akuten Wirkungen der
TNF abschwiéchen (Engelmann et al., 1989, 1990). TNF induziert eine Reihe von proinflammatorischen
Verdnderungen in Endothelzellen, wie die Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine, die
Expression von Adhédsionsmolekiilen, die Freisetzung prokoagulatorischer Substanzen und die Induktion der
Stickoxid-Synthase (iNOS). Diese Wirkungen tragen bei extremer Auspragung zum septischen Schock bei.
TNF stimuliert auBerdem B- und T-Lymphozyten, induziert Fieber, hemmt die Lipoproteinlipase in
Adipozyten und stimuliert Hepatozyten zur Produktion von Akut-Phase-Proteinen. Bei der chronischen
Polyarthritis bilden Fibroblasten und Osteoklasten Ziele fiir TNF (Eigler et al., 2001). In der Abb. 5 sind

unterschiedliche Wirkungen des TNFo dargestellt.
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Abb. 5: Die biologischen Aktivitdten des TNFa (modifiziert nach Eigler et al. 2001).

1.3.3.1. Kardiale und extrakardiale Wirkungen des TNFa

In vivo und in vitro Experimente am Tiermodell zeigen, dass TNFa sowohl als Immunzellmodulator mit
endokriner Wirkung, als auch iiber para- oder autokrine Mechansimen kardiodepressive Wirkungen entfaltet
(Ponikowski et al., 1999). Die Effekte von TNFa auf das Herz variieren hinsichtlich ihrer Kinetik, der Dosis
und der sekundéiren Mediatoren. Die Wirkung beschrinkt sich jedoch nicht allein auf Kardiodepression:
experimentelle Daten belegen ein potentiell giinstiges, antiarrhythmisches (Miiller-Werdan et al., 1998) und
trophisches Potential des TNF am Kardiomyozyten, sowie eine protektive Wirkung bei Ischimie
(Kurrelmeyer et al., 2000).

TNF-Rezeptoren werden von den meisten somatischen Zellen des Organismus einschlieBlich
Kardiomyozyten exprimiert (auler auf Erythrozyten und ruhenden T-Lymphozyten). Daher vermitteln
erhohte TNF-Spiegel auch bei Herzkrankheiten neben der kardialen Wirkung eine Reihe von anderen
Effekten auf periphere Organe (Tab. 2). TNFa hat einerseits ausgeprigte katabole Wirkungen am
Fettgewebe und Skelettmuskel, wird andererseits auch fiir Insulinresistenz im Rahmen eines metabolischen

Syndroms bei Adipositas verantwortlich gemacht (Hotamisligil et al., 1999).

Tabelle 2: Extrakardiale TNFo-Wirkungen mit moglicher Relevanz bei Herzerkrankungen (nach
Rauchhaus et al., 2001).

Lungenddem beim Menschen

Reduzierter Blutfluss beim Menschen

Anorexie/ Kachexie, experimentell

Stérung der Mitochondrienfunktion, experimentell

Aktivierung fetaler Gene, experimentell

Metabolische Storungen (Insulinresistenz), experimentell und beim Tier

Einfliisse auf Thermogenese, experimentell
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1.3.4. Fibroblasten Wachstumsfaktor-2 (FGF-2)
Zur Familie der FGF gehoren mindestens 23 strukturell verwandte Polypeptide, die durch ihre hohe Affinitét
zu Heparin charakterisiert sind (Ornitz und Itoh, 2001). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem FGF-2,
einem Zytokin, welches aufgrund seiner mitogenen Eigenschaften bei der Proliferation von
Gefdfimuskelzellen eine bedeutende Rolle in der Plaque-Bildung bzw. Sklerose der GefédBwand spielt und
somit die Atherosklerose begiinstigt. FGF-2 ist in einer Reihe von Zellwachstums- und -
differenzierungsprozessen involviert. So stimuliert er die Proliferation, Migration und Differenzierung von
mesodermalem Gewebe und ist in die Gefdllneubildung wihrend der Embryonalentwicklung und
Wundheilung involviert. FGF-2 wird in einer Vielzahl von Geweben insbesondere im Endothel exprimiert
(Schulze-Osthoff et al., 1990). Aufgrund seiner Beteiligung bei der Gefalineubildung konnte eine verstirkte
Expression in einer Reihe von soliden Tumoren nachgewiesen werden (Takahashi et al., 1990; Motoo et al.,
1991; Shirashi et al., 1995; Mise et al., 1996). Wegen seiner mitogenen Eigenschaften wird angenommen,
dass er bei der Restenose nach mechanischer Verletzung der Geféafle bzw. nach einer Ballondilatation (sog.
PTCA ,,Percutane Transluminare Koronarangioplastie*) verengter GefaBregionen beteiligt ist (Lindner et al.,
1990; 1991).
FGF-2 weist vier Isoformen auf, ein kurzes Protein von 18 kDa, welches im Zytosol lokalisiert ist und von
dort exportiert wird (Brigstock et al., 1991; Bugler et al., 1991), und drei ldngere Proteine von 21, 21,5 und
22,5 kDa, die durch ein und dieselbe mRNA kodiert werden und im Zellkern vorzufinden sind (Renko et al.,
1990; Bugler et al., 1991).
Das FGF-2-Gen ist auf Chromosom 4q25-q27 lokalisiert (Lafage-Pochitaloff et al., 1990). Es besteht aus 3
Exons und umfasst 34 kb (Abraham et al., 1986).
Die Regulationsmechanismen des FGF-2 sind sehr komplex und verlaufen auf verschiedenen Ebenen. Zum
einen kann seine Verfiigbarkeit durch Bindung an Rezeptoren, durch limitierte Proteolyse und durch
strukturelle Modifikationen reguliert werden. Andererseits postulierte Kozak et al. (1991) aufgrund der sehr
GC-reichen und hochstrukturierten ,,leader”“-Region eine durch Translationsinitiation regulierte Expression
des FGF-2. Im Fall einer Fehlregulation des FGF-2 sind gravierende Auswirkungen auf die
Signaltransduktionskaskade zu erwarten, was zu proliferativen Verdnderungen der GefdBle fithren kann
(Scharper et al., 1996; Cheng et al., 1997).
Anhand klinischer Studien und Versuche konnte vor kurzem demonstriert werden, dass FGF-2 durch seine
Angiogenese stimulierende Eigenschaft u.a. eine Verldngerung der myokardialen Revaskularisation bewirkt
bzw. die Formation von kollateralen Gefdlen nach einem Myokardinfarkt stimuliert und somit
kardioprotektive Effekte aufweist (Azrin et al., 2001; Cuevas et al., 2001; Ruel et al., 2002; Lederman et al.,
2002). Dies wird bei der Entwicklung therapeutischer Ansdtze mit FGF-2 bei kardiovaskuldren
Erkrankungen ausgenutzt. Allerdings befindet man sich dabei erst in der klinischen Testphase.

1.4. Weitere potentielle Risikofaktoren der Atherosklerose

Die vorliegende Arbeit befasst sich neben dem inflammatorischen Aspekt der Atherosklerose bzw. den
bedeutenden Entziindungsmediatoren TNFoa, TNFB und dem Wachstumsfaktor FGF-2 mit einer Reihe
weiterer Gene, die im atherosklerotischen Geschehen als potentielle Risikofaktoren diskutiert werden:
Heparan-Sulfat-Proteoglykan-2 (HSPG-2, auch Perlekan genannt), Methylentetrahydrofolat-Reduktase
(MTHFR) und Stickstoffmonoxid-Synthase-3 (NOS3).
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1.4.1. Heparan-Sulfat-Proteoglykan-2 (HSPG-2)

Proteoglykane stellen eine Familie von groflen, langgestreckten Makromolekiilen dar, die unterschiedliche
physikalische (Hydratisierung, Vernetzung, Filter) und physiologische Funktionen (Angiogenese,
Blutkoagulation, Zelladhésion, Ionenhaushalt, Kollagenfibrillenbildung, Bindung von Wachstumsfaktoren)
ausiiben. Die Sekretion und Anreicherung von Proteoglykanen in der extrazelluliren Matrix ist
charakteristisch flir die Atherosklerose. Sie tragen zum Wachstum atherosklerotischer Plaques und zur
Ablagerung von Lipiden durch Bindung von Lipoprotein-Lipasen (LpL) und Apo-B (Lindahl et al., 1998;
Rosenberg et al., 1997), sowie mineralischem Kalzium in der Arterienwand bei (Noonan et al., 1991;
Aviezer et al., 1994; Dolan et al., 1997). Immunhistochemische Studien zeigten auch, dass Proteoglykane in
humanen koronaren atherosklerotischen Lésionen iiberexpremiert sind (Radhakrishnamurthy et al., 1998).
Hohere Zellteilungsraten und das Wachstum von Stenosen konnten daher die Folge sein (Volker et al.,
1995).

Ein fiir die Aktivierung von glatten Muskelzellen besonders wichtiges Proteoglykan der Arterienwand, ist
das vor allem von Endothelzellen produzierte Heparan-Sulfat-Proteoglykan-2 (HSPG-2, auch Perlekan
genannt). Anderungen in der HSPG-Expression wurden bei proliferierenden glatten Muskelzellen der
GefiaBBwand beobachtet (Evanko et al., 1998). Das ca. 460 kDa grole HSPG-2-Protein besteht aus einem
Proteinfilament, an das mehrere sulfatierte Kohlenhydrat-Seitenketten kovalent gebunden sind. Nennenswert
sind im HSPG-2-Protein die Doménen I, IV und V, die die biologische Funktion dieses Proteins
ermoglichen. Die N-terminale Domine-I bindet Wachstumsfaktoren (u.a. auch FGF-2) und
Acetylcholinesterase und enthélt die putativen Bindungsstellen der Heparan-Sulfat-Seitenketten (Kallunki et
al., 1992; lozzo et al., 1994). Sie sind fiir die Prisentation des HSPG-2 in der GefiBmembran wichtig und
stellen daher eine Region mit potentiellen genetischen Markern fiir atherosklerotische Geschehnisse dar
(Hansen et al., 1997). Die Doméne-1V ist fiir die Membran- und Typ-IV-Kollagen-Bindung verantwortlich
(Hopf et al., 1999). An die Doméne-V binden solche Zelloberflichen-Rezeptoren wie a-Dystroglykan und
Integrin-B1 (Brown et al., 1997; Friedrich et al., 1999).

Das fiir HSPG-2 kodierende Gen ist auf Chromosom 1p36.1 lokalisiert, umfasst ca. 120 kb und besteht aus
97 Exons (Chakravarti et al., 1991; Nicole et al., 2000). Der BamHI-Polymorphismus in Doméne I des
HSPG-2 (IVS6-86G>T) (Kallunki et al., 1991) wurde mit der Reduktion der Albuminurie bei Diabetes
mellitus bzw. niedrigerer Menge des zirkulierenden Apo-B assoziiert (Hansen et al., 1997; Cai et al., 2000).
Der Eingriff in den Apo-B-Stoffwechsel 14Bt vermuten, dass HSPG-2 einen Risikofaktor bei

kardiovaskuldren Erkrankungen darstellt.

1.4.2. Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR)

Die Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) ist ein Enzym, das die Umwandlung von 5,10-
Methylenetetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat katalysiert. Das 5-Methyltetrahydrofolat ist die
Hauptform der im Blut zirkulierenden Folsdure und stellt ein Ko-Substrat der Remethylierung von
Homocystein zu Methionin dar. Es ist bekannt, dass ein Mangel an MTHFR eine Erhdhung des
Homocysteinspiegels im Blut zur Folge hat. Wie zahlreiche Studien beweisen, stellen erhohte
Plasmakonzentrationen von Homocystein einen unabhéngigen Risikofaktor fiir Entstehung und Progression
von atherosklerotischer Erkrankungen (Graham et al., 1997; Moghadasian et al., 1997; Nygard et al., 1997)
wie Schlaganfall, Myokardinfarkt (Schmitz et al., 1996; Verhoef et al., 1994), Venenthrombose und
Ischdmie dar (den Heijer et al., 1996). Die Homocysteinmenge wird aulerdem durch Vitamine B 6 und 12,

aber auch durch erbliche Faktoren beeinflusst.
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Das MTHFR-Protein ist ein Homodimer von 150 kDa. Es wurden 3 unterschiedliche Transkripte von je 2,8,
7,2 und 9 kb, die unterschiedliche Splice-Varianten darstellen, nachgewiesen (Gaughan et al., 2000).
Das MTHFR-Gen besteht aus 11 Exons (Goyette et al., 1998) und liegt auf dem Chromosom 1p36.3
(Gaughan et al., 2000).
Es sind zahlreiche Mutationen und Polymorphismen im MTHFR-Gen bekannt, u.a. A222V (Frosst et al.,
1995), die eine Reduktion des MTHFR und eine Erhéhung der Homocysteinmenge bewirken, und so mit
kardiovaskuldren Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden konnten (Christensen et al., 1997; van
der Put et al., 1997; Ma et al., 1996; Kluijtmans et al., 1996, 1997; Verhoef et al., 1997).

1.4.3. Stickstoffmonoxid-Synthase-3 (NOS-3)

Mit Hilfe der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) wird unter Abspaltung von L-Citrullin aus
der basischen Aminosdure L-Arginin Stickstoffmonoxid (NO) generiert (Moncada et al., 1991). NO ist eine
vasodilatierende Substanz, die den Gefalltonus moduliert. Stickstoffmonoxid fiihrt {iber eine Erh6hung der
cGMP zur Relaxation der glatten GefaBmuskulatur. Neben den vasodilatierenden Eigenschaften hemmt NO
die Plattchenadhdsion und —aggregation, sowie Leukozytenadhésion und wirkt antiproliferativ (Walther et
al., 2001). Dieses Wirkprofil von NO ist ein wichtiger Bestandteil der endothelialen Schutzbarierre. Unter
dem Einfluss von Hypertonie, Hypercholesterinimie, chronischem Nikotinkonsum und neuroendokriner
Stimulation (Angiotensin II) als Folge einer Herzinsuffizienz wird die Verfligbarkeit von biologisch aktivem
NO erniedrigt. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung von eNOS3 und somit die
Reduktion von NO zu Hypertension, abnormalen Kontraktionen bzw. Einengungen der GefdBe und zu
Gewebshypoxie (Sauerstoffmangel) fithrt (Pohl et al., 1993).

Marsden et al. (1992) haben erstmals die die endotheliale NOS kodierende cDNA isoliert. Das Protein
umfasst 1203 AS. Das eNOS-Gen, das auf dem Chromosom 7q35-36 lokalisiert ist und aus 26 Exons
besteht, umfait 21 kb genomischer DNA (Marsden et al., 1993). Yoshimura et al. (1998) ist es gelungen,
einen Polymorphismus im NOS3-Gen zu detektieren (E298D, Exon 7), der mit dem Auftreten koronarer
Spasmen korreliert wurde. Hingorani et al. (1999) haben weiterhin diesen Polymorphismus bei Patienten mit
Myokardinfarkt untersucht und dabei eine erhohte Frequenz der homozygoten Mutationstréger bei Patienten

im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Folgende Schwerpunkte wurden im Rahmen des vorliegenden Projektes bearbeitet:

Genomische Untersuchungen:

Screening funktionell und regulatorisch wichtiger Bereiche der Gene TNFa und -B beziiglich neuer
Mutationen/Polymorphismen mittels SSCP- und Sequenzier-Analyse;

Bestimmung neu ermittelter bzw. bereits bekannter genomischer Varianten der Gene TNFa ( c.1-
863C>A; ¢.1-857C>T; ¢.1-572A>C; ¢.1-376G>A; ¢.1-308G>A; c.1-244G>A; ¢.1-238G>A) und TNFS
(IVS1+90A>G; 1VS1+206G>C; IVS1-13 12dupTC; C13R; T60N) bzw. anderer Kandidatengene der
koronaren Atherosklerose wie FGF-2 (¢.223C>T), HSPG-2 (BamHI-Polymorphismus), NOS-3 (E298D)
und MTHFR (A222V) bei folgenden drei metabolisch und angiographisch unterschiedlichen
Probandengruppen (mitteldeutsche Kaukasier): 1. Langzeitblutspender, 2. Patienten mit angiographisch
nachgewiesener koronarer Herzkrankheit und 3. Patienten mit angiographisch gesicherten unauffélligen
Koronarien;

Untersuchung moglicher Assoziationen dieser genetischen Varianten zur Inzidenz und Progredienz von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen unter Einbezug von klinischen (Geschlecht, Alter, Hypertonie, Diabetes
mellitus, Raucherstatus) und biochemischen Parametern (u.a. ,,Body Mass Index*“ BMI, Lipidwerte,
Fibrinogen, Plasminogen) der Patienten bzw. unter Beriicksichtigung des Manifestationsalters, des

Verlaufs und der Schwere der koronaren Herzkrankheit;

Funktionelle Untersuchungen:

Etablierung spezifischer und reproduzierbarer RT-PCR-Methoden fiir die Quantifizierung der zelluldren
humanen ex vivo TNFa- und FGF-2-mRNA-Expression von Patienten und Langzeitblutspendern (ex vivo
Bestimmung an nativen humanen Monozyten, einem Zellsystem, das wesentlich an atherosklerotischen
Veranderungen der GefdaBwand beteiligt ist); Untersuchungen zur tageszeitlichen Rhythmik der humanen
TNFa-Gen-Expression bzw. ihrer Geschlechts- und —Altersabhédngigkeit im Rahmen einer zirkadianen ex
vivo Studie;

Assoziationsstudien zu Genkonstellation bzw. Genexpression fiir TNFo und Genkonstellation, Gen- und

Proteinexpression bei FGF-2.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

Tabelle 3: Zusammenfassung der verwendeten Chemikalien
Firmen Verwendete Chemikalien
AGS (Heidelberg) TriStar Reagent™
Aldrich (Steinheim) Isopropanol, Magnesiumchlorid
Amersham-Pharmacia (Freiburg) Bromphenolblau, Desoxyribonukleotide, Ethidiumbromid
Biozym (Oldendorf) Agarose, ,,Low-Melting-Point”-Agarose
Gibco BRL (Eggenstein) 100-Basenpaar-Leiter, DNA-Masseleiter, NycoPrep ™ 1.068
ICN Biochemicals GmbH (Eschwege) Diethylpyrokarbonat (DEPC)
Lachema (Brno, Tschechien) Natriumhydroxid
LKB (Bromma, Schweden) Repelsilan

Merck (Darmstadt)

Essigsdure, Dinatrium-Hydrogenphosphat, Formaldehyd, Kaliumchlorid, Kalium-
Dihydrogenphosphat, Kaliumtartrat, Kupfersulfat, Natriumazid, Natriumcarbonat,
Natrium-Dihydrogenphosphat,

Natrium-Hydrogenkarbonat, Natriumperchlorat,

Silbernitrat, Trichloressigséure, Folin-Ciocalteus-Phenolreagens,

Oncor Appligene (Heidelberg)

Phenol

Perkin Elmer Cop. (Norwalk, USA)

Blue Dextran

Qiagen GmbH (Hilden) QIAquick Gel Extraktion Kit

R&D Systems Quantikine™ HS-Kit fiir human FGF basic

Roth (Karlsruhe) Acrylamidlésung, Bisacrylamidlosung, Borsdure, Chloroform, Dextran 500,
Ethanol, Glyzerin, Natriumborhydrid, Natriumchlorid, Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan (Tris), Guanidinhydrochlorid

Seromed Biochrom KG (Berlin) Natriumpyruvat,
Serva (Heidelberg) Ammoniumpersulfat, Rinderserumalbumin (BSA), Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA), Glyzin, Sodiumdodecylsulfat (SDS),
Sigma (Deisenhofen) Formamid, Mineral6l, Natriumazetat, Saccharose, N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
(TEMED), Xylenzyanol
2.1.2. Enzyme
Tabelle 4: Zusammenfassung der verwendeten Enzyme

Firmen

verwendete Enzyme

Amersham-Pharmacia (Freiburg)

RNase-Inhibitor (RNAguard), ,,ThermoSequenase II Dye Terminator Cycle Se-

quencing Premix Kit

Biolabs New  England  Bioproducts | Restriktionsenzyme: Nco I, Ddel, Mbo 1, Ban 11; Hinf'1
(Schwalbach/T)

Invitek (Berlin) Tag-DNA-Polymerase (fiir Untersuchung der genomischen Varianten)
Promega Deutschland GmbH AMV-Reverse-Transkriptase, Tag-DNA-Polymerase (fiir kompetitive
(Mannheim) Untersuchungen)
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2.1.3. Oligonukleotide

Alle Primer wurden von der Firma GibcoBRL (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 5: Zusammenfassung der fiir TNFo- und TNFB-Genotypisierung verwendeten Primer (NCBI,
Acc. Nr. 215026).

Untersuchung der genomischen Varianten des TNFa-Gens

c.1-863C>A upper* Primer (20mer): 5’ - AGC AAT GGG TAG GAG AAT GT - 3’
lower* Primer (20mer): 5° - CAG TGT GTG GCC ATA TCT TC - 3’
c.1-857C>T upper* Primer (20mer): 5’ - AGC AAT GGG TAG GAG AAT GT - 3’
,lower* Primer (20mer): 5° - CAG TGT GTG GCC ATA TCT TC - 3’
c.1-572A>C upper* Primer (21mer): 5’ - GAA TGA AAG AAG AGG GCC TGC - 3°
lower* Primer (22mer): 5° - GAG TCC TGA GGC CTG TGT TTG G - 3’
c.1-376G>A upper* Primer (20mer): 5’ - GCC TCA GGA CTC AACACAGC-3’
,lower* Primer (20mer): 5° - TTC TTT TGG GGA CCA GGT CT -3’
c.1-308G>A upper* Primer (20mer): 5’ - TAT CTT TTT CCT GCA TCC TG - 3’
lower* Primer (20mer): 5° - CTG ATT TGT GTG TAG GAC CC -3’
c.1-244G>A upper* Primer (20mer): 5’ - TTG GAA AGT TGG GGA CAC AC - 3’
lower* Primer (20mer): 5* - ATC AGT CAG TGG CCC AGA AG -3’
c.1-238G>A upper* Primer (20mer): 5’ - TTG GAA AGT TGG GGA CAC AC - 3’
lower* Primer (20mer): 5’ - ATC AGT CAG TGG CCC AGA AG -3’
P84L ,.upper* Primer (20mer): 5’ - GGT CTC AGC TTT TTC TTT TC -3’
lower* Primer (20mer): 5’ - CAA GTT CCA AGA CACATCCT -3’
IVS3+51A>G upper* Primer (20mer): 5’ - GCT CTG AGG ATG TGT CTT GG - 3’

,lower* Primer (20mer): 5’- CTC AGC GAG TCC TTC TCA CA -3’

Untersuchung der genomischen Varianten des TNFB-Gens

c.1-729A>G upper* Primer (20mer): 5° - TTG ATC CTG GAA TGT GTG TT - 3’
wlower Primer (20mer): 5’ - ATT CTG GTG TTT GCC TCT TG - 3’

c.7G>A ,upper* Primer (20mer): 5° - GCT GCT CAA CTG CCT CCT CT - 3°
Llower® Primer (20mer): 5° - AGT CCA AAG CAC GAA GCACG-3’

IVS1+90A>G ,upper® Primer (20mer): 5° - GCC TGG GCC TTG GTG GGT TT - 3’
wlower® Primer (20mer): 5° - CAT CTT GGG GTG CTG ACG GG - 3’

IVS1+206G>C ,upper* Primer (20mer): 5” - CCT CTC TGT TCC CTT CCT GT - 3’
wHlower* Primer (20mer): 5° - AGA GAG AGA CAG TGA GCG GG -3’

IVS1-13_12dupTC ,upper* Primer (20mer): 5’ - GTC TGT CTT CCG CCG CGT GC - 3’
wlower Primer (21mer): 5° - TGG TGT CAT GGG GAG AAC CTG - 3’

CI3R upper® Primer (21mer): 5’ - TGC AGG TTC TCC CCA TGA CAC -3’
,lower Primer (20mer): 5’ - CTC CTG CTG CCT CAC CTG GG -3’

T60N ,upper® Primer (20mer): 5’ - CAC CTT CAG CTG CCC AGACT -3’
,lower Primer (20mer): 5’ - GAG AGC TGG TGG GGA CAT GT - 3’

Tabelle 6: Primer fiir die mRNA-Expressionsuntersuchungen (NCBI, Acc. Nr. Z15026; Y 13468).

Kompetitive Untersuchungen zum TNFa-Gen

RT-Primer (25mer): 5 - CAA TGA TCC CAA AGT AGA CCTGCCC-3’
Adapter-Primer (28mer): 5° - AAG AAG ACA GTC CTG ATC GTG GCA GGC G -3’
Kompetitive PCR upper* Primer (24mer): 5’ - GGC GCT CCC CAA GAA GAC AG-3’

Llower* Primer (24mer): 5° - GGC CGA TTG ATC TCA GCG CT -3’

Kompetitive Untersuchungen zum FGF-2-Gen

RT-Primer (25mer): 5 - TTT CGA ATA AAG CAA ATG CGT GAA A-3°
Adapter-Primer (28mer): 5’ - CTG TAC TGC AGT CCG GGA GAA GAGCGAC-3
Kompetitive PCR upper® Primer (20mer): 5’ - CCA AGC GGC TGT ACT GCA -3’

,lower* Primer (20mer): 5° - CAG CAG ATG CAA TAT AAAAGGG-3’
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Tabelle 7: Primer fiir die Untersuchung der Kandidatengene nach bekannten Polymorphismen (NCBI,

Acc. Nr.: AL445798; G67549; D26607; Y13468).

Untersuchung des Genpolymorphismus im HSPG2-Gen

HSPG2 (IVS6-86G>T) upper* Primer (20mer): 5’ - AGA AAC CGA GCT GCCTGA CA -3’
lower* Primer (20mer): 5’ - CCG GTC ACA GCG ATACTCCA -3’

Untersuchung des Genpolymorphismus im MTHFR-Gen

MTHEFR (A222V) upper” Primer (20mer): 5’ - GAA GGT GCA AGA TCA GAG CC -3’
,lower* Primer (20mer): 5° - TCA CCT GGA TGG GAA AGA TC -3’

Untersuchung des Genpolymorphismus im NOS3-Gen
NOS3 (E298D) upper* Primer (20mer): 5’ - CCC ACA GCT CTG CAT TCA G -3’
,lower* Primer (20mer): 5° - CAG TCA ATC CCT TTG GTG CT - 3’

Untersuchung des Genpolymorphismus im FGF-2-Gen
FGF-2 (c.223C>T) ,upper* Primer (20mer): 5° - CGC GGT TGC AAC GGG ATC CC - 3’
lower* Primer (18mer): 5’ - GCC CCC CAG CCT CCC GCC -3’

2.1.4. Geriite
Tabelle 8: Zusammenfassung der verwendeten Gerite
Firmen Verwendete Geriite
AGS (Heidelberg) UV-Transilluminator
Amersham-Pharmacia (Freiburg) Horizontalelektrophorese Multiphor II, PVDF-Membran
UV-Spektrometer Ultrospec 111
Bender und Hobein AG (Bruchsal) Vortex Genie2™
Biometra (Gottingen) Thermozykler Personalzykler (ohne Heizdeckel)
Bioplex® Strehlau und Kruse GmbH | Elektrophoresekammer fiir Agarosegele
(Freiburg)
Canon Euro-Photo GmbH (Willich) Kamera Canon EOS 6000
Carl-Zeiss (Oberkochen) Mikroskop Axioskop 20
Eppendorf (Hamburg) Thermozykler Gradient (mit Heizdeckel)
Fein-Optik (Bad Blankenburg) Neubauer-Zahlkammer
Heraeus (Hanau) Begasungsbrutschrank, Zentrifuge Biofuge 28 RS, Zentrifuge Fresco
Perkin Elmer Corp. (Norwalk, USA) ABI PRISM™.-System 373A
Molecular Dynamics GmbH (Krefeld) LASER-Densitometer

2.2. Charakterisierung der Probanden

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 3 Gruppen von Probanden (europdische Kaukasier) stammten
alle aus der gleichen geographischen Region, dem Mitteldeutschen Raum: 1. Patienten mit angiographisch
gesicherter schwerer koronaren Herzkrankheit (KHK-Patienten); 2. Patienten mit angiographisch
gesichertem normalen Koronarstatus (KOB-Patienten) und 3. Langzeit-Blutspender (LBS). Alle Patienten
wurden in der Universitétsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin III der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg (Prof. K. Werdan) erfasst, wo auch die klinischen und laborbiochemischen Untersuchungen der
Patienten erfolgten. Die Erfassung der Blutspender erfolgte im Institut fiir Transfusionale Medizin/Blutbank
der MLU Halle-Wittenberg.

Das Einschlusskriterium der ersten Gruppe bildete die angiographisch nachgewiesene schwere koronare
Herzkrankheit mit klinischer Manifestation vor dem 55.Lebensjahr. Es wurden 264 Patienten, 226 Minner
und 38 Frauen, die anamnestisch oder akut einen Myokardinfarkt erlitten hatten, einbezogen. Die klinische
Charakterisierung der Infarktpatienten umfasste die Bewertung infarkttypischer Veréinderungen im EKG,
eine positive infarktenzymatische Diagnostik und Beschwerdesymptomatik sowie Echokardiographie
(gestorte Kinetik, akinetische Areale), Myokardszintigraphie (Kinetik, Vitalitit) und Ventrikulographie
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(Ventrikelkontraktionsstorungen). Nach Empfehlung der ,,American Heart Association* wurde entschieden,
ob Patienten mit koronarer Herzerkrankung einer perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA)
oder einem aorto-koronaren Venenbypass (ACVB) unterzogen wurden (Bourassa et a., 1998).

Die Einteilung der Koronarstenosen erfolgte nach Stenosekategorien. Als hdmodynamisch signifikant galten
Stenosen der groflen epikardialen Gefdfle von mehr als 70 % und des linken Hauptstammes von mehr als
50%. Je nach Veranderung der koronaren HauptgefdB3e durch signifikante Stenosen erfolgte die Einteilung
mit zunehmender Schwere des koronaren Ereignisses in Ein-, Zwei- und MehrgefaBBerkrankung. Als sichere
Indikation fiir eine PTCA galt das Vorliegen signifikanter Koronarstenosen eines oder zweier grofer
Koronararterien bei bestehender medikamentds nicht beeinfluf3barer stabiler oder instabiler Angina pectoris
und /oder nachgewiesener myokardialer Ischdmie, normaler bis mittelgradig reduzierter linksventrikuldrer
Funktion und erneut auftretender myokardialer Ischdmie nach Myokardinfarkt. 155 der Infarktpatienten
wurden mittels PTCA behandelt.

Eine aorto-koronare Bypassoperation wurde bei Angina pectoris oder Ischdmie, bei bestehender koronarer
Mehrgefalerkrankung mit proximalen Stenosen oder ventrikuldrer Dysfunktion, bei Ostiumstenose oder
Hauptstammstenose von mehr als 50 % und bei PTCA-ungeeigneten Koronarstenosen durchgefiihrt
(Braunwald, 1992). Die ACVB erfolgte bei insgesamt 82 Infarktpatienten.

Die zweite Gruppe der Probanden stellten Patienten mit angiographisch gesichertem normalen Koronarstatus
dar (sog. koronar glatte Patienten). Diese Patienten wurden charakterisiert durch Herzklappenvitien ohne
Koronaratherosklerose, atypische Angina-pectoris-Beschwerden mit normalem Koronarangiogramm (X-
Syndrom) sowie Kardiomyopathie ohne Koronarsklerose. Des weiteren fanden sich in dieser Gruppe
Patienten mit Hypertonie, sekunddrer linksventrikuldrer Hypertrophie mit Angina pectoris und normalem
Koronarangiogramm sowie solche mit psychogenen Brustschmerzen ohne Nachweis einer Koronarsklerose.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 135 koronar glatte Patienten, 79 Méinner und 56 Frauen,
untersucht.

Sowohl koronar auffillige als auch koronar glatte Patienten erhielten Dauermedikationen mit einem oder
mehreren Préparaten (Acetylsalicylsdure, Nitrate, ACE-Hemmer, Kalziumantagonisten, Betablocker oder
Lipidsenker).

Neben der klinischen Befundung wurden sowohl die koronaren als auch die koronar glatten Patienten durch
ein erweitertes Diagnostikspektrum charakterisiert. Dazu gehorten eine detaillierte anamnestische Erfassung
von familidren Risiken, bestehende oder durchgemachte Erkrankungen und externen Risikofaktoren
(Rauchen, korperliche Bewegung, usw.) durch Interview nach halbstandardisiertem Fragebogen sowie eine
erweiterte biochemische Laboranalytik (metabolische und hdmostaseologische Parameter).

Die Langzeit-Blutspender bildeten die dritte Gruppe. Dieses Kollektiv bestand aus 313 gesunden &rztlich
kontrollierten Probanden (212 Ménner und 101 Frauen), die grundsitzlich beschwerdefrei waren und an
keiner bekannten Herz-Kreislauf-Erkrankung litten. Neben der routineméfligen serologischen und
medizinischen Kontrolle im Rahmen der Blutspende wurden durch miindliche Befragung Alter, Geschlecht,
sonstige Erkrankungen, Blutdruck, Einnahme von Medikamenten, Rauchen und familidre Erkrankungen
(Herzerkrankung, periphere Durchblutungsstdorungen, Schlaganfall, Hypertonie, Diabetes mellitus,
Adipositas) erfasst.

Eine Einverstindniserkldrung der Patienten zur Einbeziehung in die Studie und zur Durchfiihrung von
Genanalysen wurde eingeholt. Fiir die Studie lag ein positives Votum der Ethik-Kommission der MLU vor.
Fiir die Untersuchungen wurde Niichternblut verwendet, das sowohl bei den Patienten als auch bei den

Blutspendern jeweils morgens gegen 8:00 Uhr abgenommen wurde.
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2.3. Molekularbiologische Untersuchungen
Alle verwendeten molekularbiologischen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Ausubel et
al. (1998) durchgefiihrt.

2.3.1. Untersuchung genomischer Varianten von 6 ausgewihlten Kandidatengenen der koronaren
Atherosklerose

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bereits bekannte genomische Verdnderungen in funktionell
wichtigen Abschnitten der Gene TNFa, TNFB, FGF-2, HSPG-2, MTHFR und NOS-3 untersucht.

Die Identifizierung von neuen genomischen Varianten, die sich in regulatorisch wichtigen Regionen der
TNFa- und TNFB-Gene befinden, stellte einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar. Deshalb
wurden die Promotorregionen dieser beiden Gene, sowie die kodierenden Sequenzen nach neuen
genomischen Varianten durchsucht. Neben den kodierenden Bereichen wurden zusétzlich die Introns

untersucht, um mogliche ,,Splice“-relevante Varianten der Gene zu identifizieren.

2.3.1.1. Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus 2,5 ml EDTA-Blut der zu untersuchender Probanden stellte den
Ausgangspunkt flir die Suche nach Mutationen und Polymorphismen dar. Die Priparation erfolgte nach der
Methode von Old (1986): Das EDTA-Blut wurde zur Lyse mit 5 Vol. Lysepuffer (5 mM MgCl,, 0,32 M
Saccharose, 1 % Triton X-100) versetzt und bei 4°C fiir ca. 45 min inkubiert. Nach dem Pelletieren der
Zellkerne (Zentrifugation: 400 rpm, 4°C, 15 min) und anschlieBendem Dekantieren des Uberstandes wurde
das Pellet in einem moglichst kleinen Volumen physiologischer NaCl-Losung (0,9 %) resuspendiert. Zur
Suspension wurden nachfolgend das gleiche Volumen 0,5 M EDTA (pH 8,0), 10 % des Gesamtvolumens an
10 % SDS und 5 % des Gesamtvolumens an 5 M NaClO, hinzugegeben. Dies fiihrte zur Lyse der Zellkerne
und damit zur Freisetzung der genomischen DNA. Nach zweimaliger Phenolextraktion (Phenol pH 8,0 in
TE-Puffer gesittigt) wurden zwei weitere Chloroform-Extraktionen der wiéssrigen Phase durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde die hochmolekulare, genomische DNA mittels Aufwickelns an einen sterilen Glasstab
und tropfenweise Zugabe von Isopropanol schonend gefillt. Nach Waschen der DNA mit 70 %igem Ethanol
und Trocknung wurde diese in sterilem agq. dest. gelost und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Qualitative und quantitative Angaben iiber die Nukleinsdurelosung konnten durch Analyse von UV-
Absorptionsspektren (220-320 nm) gewonnen werden (Ibelgaufts, 1990). Da das Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren bei 260 nm und das von Proteinen bei 280 nm liegt, lie sich {iber den Quotienten
OD,60/ODyg ein Reinheitsfaktor bestimmen, der fiir DNA >1,7 und fiir RNA zwischen 1,7 - 2,0 liegen sollte.

Die Konzentration der Nukleinsdure wurde nach folgender Formel berechnet:

C - Konzentration der DNA bzw. RNA (ng/pl)

C=0Dy *E*V ODysy - Absorption bei 260 nm
E - Extinktionskoeffizient (dsDNA: 50 ng/ul; RNA: 40 ng/pl)
v - Verdiinnung der Mef316sung
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2.3.1.2. PCR-Analysen

Die PCR-Reaktionen wurden unter Standard-Bedingungen im Thermocycler ,,Eppendorf gradient mit
Heizdeckel durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen eines PCR-Ansatzes betrug jeweils 25 ul und bestand aus: 0,2
mM dNTP’s, 1,5 mM MgCl,, je 0,2 uM des ,,upper” und ,,Jlower” Primers (Tab. 5 und 7), 16 mM (NH4)SOy,
50 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1 % Tween, 0,5 U/25ul Taq-Polymerase (Invitek) und Zusétze wie Formamid in
variablen Konzentrationen (Tab. 9). Zu jedem PCR-Ansatz wurde jeweils 50 ng genomischer DNA zugefiigt.
Nach anschlieBendem kurzen Vortexen und Anzentrifugieren der Proben wurde die PCR sofort gestartet.
Nach einer ersten Denaturierung von 5 min bei 95°C wurde das spezifische Produkt in einer Folge von
Denaturierung (92°C, 30 sec), ,,Annealing* (primerspezifische Temperatur, 30 sec) und Elongation (72°C,
30 sec) in einer variablen Anzahl von Zyklen amplifiziert (Tab. 9). Nach einer letzten Elongation von 5 min
bei 72°C wurde das PCR-Produkt auf 4°C heruntergekiihlt. Bei Bedarf wurden die PCR-Produkte bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Tabelle 9: Verwendete PCR-, SSCP- und RFLP-Bedingungen zur Bestimmung genomischer Varianten
der Gene TNFa, TNFB, FGF-2, HSPG-2, MTHFR und NOS-3.

genomische Varianten Ansatz | Formamid | ,, Annealing* | Zyklenzahl | Nachweismethode Detektion PCR-Produkt
c.1-863C>A (TNFa) 25 pl 5% 50°C 22 SSCP (PAG; 15%) | Silberfirbg. 160 bp
¢.1-857C>T (TNFa) 25l 5% 50°C 22 SSCP (PAG; 15%) | Silberfarbg. 160 bp
¢.1-572A>C (TNFa) 25 ul 5% 56°C 25 SSCP (PAG; 10%) | Silberfarbg. 180 bp
¢.1-376G>A (TNFa) 25 ul 2% 55°C 23 SSCP (PAG; 10%) | Silberfarbg. 157 bp
c.1-308G>A (TNFa) 25 ul 3% 48°C 24 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 135 bp
c.1-244G>A (TNFa) 25ul 4% 50°C 22 SSCP (PAG; 15%) | Silberfirbg. 98 bp
¢.1-238G>A (TNFa) 25 ul 4% 50°C 22 SSCP (PAG; 15%) | Silberfarbg. 98 bp
P84L (TNFa) 25 ul 1% 46°C 30 RFLP (Ddel; PAG; | Silberfirbg. 114 bp
15%)
IVS3+51A>G (TNFa) 25 pl 2% 51°C 23 SSCP (PAG; 10%) | Silberfarbg. 103 bp
c.1-729A>G (TNFB) 25 pl 6% 50°C 25 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 240 bp
¢.7G>A (TNFB) 25 ul 6 % 53°C 25 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 376 bp
IVS1+90A>G (TNEB) 25 pl 4% 59°C 28 RFLP (Ncol; UVv- 556 bp
Agarosegel 1,2%) Anregung
IVS1+206G>C (TNFB) 25 pl 5% 53°C 23 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 175 bp
IVS1-13_12dupTC (TNEFB) 25 ul 2% 64°C 24 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 83 bp
CI13R (TNFB) 25ul 3% 60°C 24 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 128 bp
T60N (TNEFB) 25 pl 4% 55°C 22 SSCP (PAG; 10%) | Silberfirbg. 128 bp
¢.223C>T (FGF-2) 25 pl 8% 67°C 30 SSCP (PAG; 10%) | Silberfarbg. 227 bp
IVS-86G>T (HSPG-2) 25 pl 6% 54°C 25 SSCP (PAG; 10%) | Silberfarbg. 207 bp
A222V (MTHFR) 25 pl 4% 51°C 27 RFLP (HinfI, UVv- 320 bp
Agarosegel 1,2%) Anregung
E298D (NOS-3) 25 pl 4% 53°C 27 SSCP (PAG; 13%) | Silberfirbg. 170 bp

Die PCR-Produkte wurden zur Kontrolle mit Stopper (50 % Glycerin, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 %
Xylenzyanol in 0,5xTBE-Puffer: 45 mM Tris-HCI, 45 mM Borséure, 0,5 mM EDTA, pH 8,3) in einem 1,2
% Agarosegel (0,5 pg/ml FEthidiumbromid) in 0,5xTBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Als
GroBenstandard diente die 100-Basenpaar-Leiter. Die optische Auswertung der Gele erfolgte durch UV-
Anregung.

Zur Identifikation von moglichen genomischen Varianten wurden die PCR-Produkte mittels ,,Single strand

conformation polymorphism™ (SSCP)-Analyse und zyklischer Sequenzierung untersucht. Eine
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Genotypisierung der Probandenkollektive erfolgte mittels ,,Restriction fragment length polymorphism*
(RFLP) oder SSCP.

2.3.1.3. ,,Single strand conformation polymorphism* (SSCP)-Analysen

Die SSCP-Methode beruht auf der Tatsache, dass einzelstrangige DNA-Molekiile selbst bei Austausch nur
einer Base intramolekulare, spezifische Faltungsstrukturen annehmen und aufgrund dessen eine
unterschiedliche elektrophoretische Mobilitit im nicht-denaturierenden PAG aufweisen kdnnen (Wink und
Wehrle, 1994). Eine Punktmutation oder eine kleinere Deletion/Insertion kdnnen somit zu reproduzierbaren
Bandenschifts fiihren.

Gelvorbereitung: Fiir die SSCP-Untersuchungen wurde ein nicht-denaturierendes PAG (12x26 cm, 1xTBE-

Puffer) mit einer Acrylamidkonzentration von T=10,4 % oder 15 % und einem Vernetzungsgrad von C=3,7

% gegossen. Die Oberfliche der Glasplatte mit den Slots und Spacern wurde zur besseren Trennung der
Platten mit Repelsilan behandelt. Auf die andere Platte wurde mittels eines Wasserfilms als
Adhaésionsfliissigkeit die Geltragerfolie ,,Gel-Fix ® for PAG* aufgebracht. Nach dem Zusammenbau des
Glasplattensandwichs wurde die Gelldsung (21 ml) mit 14,6 ul TEMED und 84 pl Ammoniumpersulfat (1
mg/ml) versetzt, gemischt und gegossen. Das Gel wurde mindestens 1 h bei RT polymerisiert. AnschlieBend
wurden die Proben aufgetragen.

Probenvorbereitung: Die PCR-Produkte wurden mit 3 Vol. 100 %igem Ethanol und 1/10 Vol. 3 M
Natriumazetat (pH 4,6) 5 min bei -20°C ausgefillt. Danach wurde die DNA abzentrifugiert (12000 g, 10
min, RT), mit 200 pl 75 %igem Ethanol gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA in 2 pl
aq. dest. und 6 ul SSCP-Auftragspuffer (95 % Formamid, 20 mM EDTA, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 %

Xylenzyanol) aufgenommen. Die ankonzentrierten PCR-Produkte wurden 5 min bei 95°C denaturiert und bis

zum Gelauftrag bei -20°C gelagert.

Probenauftrag: Das polymerisierte Gel wurde mit der Tragerfolie auf die horizontale Elektrophoresekammer
»Multiphor II gebracht. Zur besseren Temperaturregulation wurde zwischen Tragerfolie und
Elektrophoreseplatte n-Nonan gegossen. Zwei Elektrodenkartonstreifen wurden in SxTBE (Laufpuffer)
getrankt und beidseitig auf die Gelrdnder positioniert. Nach einem Vorlauf von 10 min (20 mA, 15 W)
wurden 4 ul des denaturierten PCR-Produkts aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA und 15 W
bei 15°C (Wasserkiihlung) je nach Produktgrofe ca. ein bis zwei Stunden.

Visualisierung der DNA-Banden mittels Silberfidrbung: Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 10 min

in 100 ml Fixierlosung (50 % Methanol, 10 % Essigsdure) inkubiert. Nach zwei je 5 miniitigen
Waschschritten (je 100 ml: 10 % Ethanol, 0,5 % Essigsdure) wurden die DNA-Banden mittels 100 ml 0,1 %
Silbernitratlosung gefarbt und mit 100 ml Entwicklerlosung (1,5 % NaOH, 0,01 % NaBH,, 0,15 %
Formaldehyd) visualisiert. Nach geniigender Entwicklung wurde die Reaktion mit 100 ml 0,75 % Na,COs
abgestoppt. Zur besseren Konservierung wurden die Gele anschlieBend fiir 20 min in einer 10 %
Glyzerinldsung inkubiert und danach mit einer speziellen Folie liberzogen und luftgetrocknet.

Im Fall eines Bandenschifts auf dem SSCP-Gel wurden die Proben zur Sequenzidentifikation mittels

zyklischer Sequenzierung weiter untersucht.
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2.3.1.4. ZyKklische Sequenzierung

Fiir die zyklische Sequenzierung wurden die Proben zunichst mittels einer Elution aufgereinigt. Um die
Fehler bei der Sequenzierung zu minimieren, wurden fiir jedes zu sequenzierende DNA-Fragment 3 PCR-
Ansitze ,,gepoolt” und im 1 % ,,Low-Melting-Point“-Agarosegel aufgetrennt. Die gewiinschte DNA-Bande
wurde danach aus dem Gel unter UV-Licht ausgeschnitten und weiter mit Hilfe des ,,QIAquick Gel
Extraktion Kits* entsprechend dem Herstellerprotokoll eluiert. Die DNA wurde anschlieend in 30-50 pul agq.
dest. aufgenommen. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 2-5 ul der eluierten DNA neben einer DNA-
Masseleiter im Agarosegel aufgetrennt.

Nach der Elution wurden die DNA-Fragmente mittels ,,ABI PRISM System“ sequenziert. Die Sequenzierung
erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Der Sequenzieransatz von 20 ul
bestand aus 4 ul Premix (ThermoSequenase II), 1 pl spezifischen Primer (3 pmol/ul) sowie 30-90 ng
entsprechendem DNA-Fragment. Fiir jedes zu sequenzierende DNA-Fragment wurden zwei
Sequenzierreaktionen, mit dem ,upper” bzw. dem ,lower“ Primer, durchgefiihrt. Die Sequenzier-PCR
erfolgte im Thermozykler ,,Eppendorf gradient* mit Heizdeckel. Nach einem ersten Denaturierungsschritt (2
min, 96°C) wurde die PCR in 26 Zyklen (30 sec, 96°C; 30 sec, primerspezifisches Annealing; 4 min, 60°C)
durchgefiihrt. Danach folgte die Féllung der DNA mit 3 Vol. 100 % Ethanol, 1/10 Vol. 3 M Natriumazetat
(pH 4,6) und die Zentrifugation fiir 30 min bei 12000 g. AnschlieBend wurde die DNA zweimal mit
eisgekithltem 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet, in 5 ul denaturierendem Formamid-Puffer
aufgenommen, denaturiert (2 min, 95°C) und bis zum Gelauftrag bei -20°C gelagert.

Der Gellauf wurde im Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung der MLU Halle-Wittenberg (Prof.
H.-D. Pauer) mit Hilfe des ABI PRISM™-Systems 373A durchgefiihrt. Die Sequenzierproben wurden in
einem 5 % denaturierenden PAG (8 M Harnstoff) fiir 15 Stunden bei 15 W aufgetrennt und anschlieBend
rechnerisch mit Hilfe der ABI-PRISM Softwareversion 2.1.1. ausgewertet.

2.3.1.5. ,,Restriction fragment length polymorphism*“ (RFLP)-Analysen

Nach der Identifikation der genomischen Verdnderungen durch eine Sequenzierung konnten fiir einen Teil
der  Basensubstitutionen  Restriktionsspaltungen  etabliert werden. Die  sequenzspezifischen
Restriktionsenzyme ermdglichen eine effiziente Genotypisierung polymorpher Varianten. Zur Uberpriifung
der Enzymaktivitdt wurden die Primer so gewéhlt, dass eine sichere Schnittstelle fiir das jeweilige Enzym
unabhéngig von der polymorphen Stelle existierte. Nach der spezifischen PCR wurde die Spaltung in einem
25 pl Ansatz mit 5 U des entsprechenden Restriktionsenzyms, 2,5 pul Enzympuffers und entsprechender
Menge an zu spaltender DNA angesetzt. Die Reaktionsbedingungen der verwendeten Enzyme sind in der
Tab. 10 aufgelistet.

Tabelle 10:  Ubersicht iiber die verwendeten Restriktionsenzyme.
Enzym Konzentration; Puffer Verdau-Temperatur /
Erkennungssequenz Zeit
Ncol 50 000 U/ml, 50 mM potassium acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 37°C/15h
5’...CA*TA TG...3’ mM magnesium acetate, | mM dithiothreitol (pH 7,9)
3’..GT AT*AC...5’
Hinfl 8 000 U/ml, 50 mM KCl, 100 mM Tris-HCI, 0,10 mM EDTA, 37°C/15h
5°..G*ANTC...3’ 1 mM dithiothreitol (pH 7,4)
3’..C TNAG...5’
Ddel 10 000 U/ml; 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 37°C/2h
5’...C*TNA G..3’ mM dithiothreitol (pH 7,9)
3’..G ANT*C...5
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2.3.1.6. Genotypisierung untersuchter Polymorphismen

Mit Hilfe der oben genannten Methoden wurden die polymorphen Varianten der Gene TNFa, TNFB, FGF-2,
HSPG-2, MTHFR und NOS-3 identifiziert. In Abbildungen 6a, b und ¢ sind die fir Genotypisierung
spezifischen Bandenmuster der SSCP- und der Agarosegele zusammen dargestellt.

TNFo c.1-863C>A
TNFo c.1-857C>T

1 2345 6 1 23456 1 2 3 4 5 6
' 1 \.ﬁ'_

e

TNFo c.1-308G>A TNFo IVS3+51A>G TNFao c.1-376G>A

-863 / -857 Bahn 1: GG Bahn 1: AG Bahn 1: GG
Bahn 1: CA / CT Bahn 2: GA Bahn 2: GG Bahn 2: GA
Bahn 2: CC / CC Bahn 3: GG Bahn 3: AA Bahn 3: GG
Bahn3: CC / CT Bahn 4: GA Bahn 4: AG Bahn 4: GG
Bahn4: CC / TT Bahn 5: GG Bahn 5: AG
Bahn 5: CA / CC Bahn 6: AA Bahn 6: AA

Bahn 6: AA / CC

TNFao ¢.1-244G>A TNFo, PS4L
TNFo ¢.1-572A>C
TNFo ¢.1-238G>A (Dde I-RFLP) e

12 345 1 2 3 45

244 / -238 Bahn 1: 100bp-L Bahn 1: AA
Bahn I: GA / GA Bahn 2: CT vor Verdau Bahn 2: AA
Bahn 2: GG / GA Bahn 3: CT nach Verdau Bahn 3: AC
Bahn 3: GG / GG Bahn 4: CC vor Verdau Bahn 4: AC
Bahn 4: GG / GG Bahn 5: CC nach Verdau

Bahn 5: GG / GA

Abb. 6a: Genotypisierung der polymorphen Varianten des TNFa—Gens.
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TNFB IVS1+206G>C TNFB C13R TNFB ¢.7G>A TNFB T60N
1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 1 2 34 5 6
Bahn 1: GC Bahn 1: TC Bahn 1: AA Bahn 1: AA
Bahn 2: GG Bahn 2: CC Bahn 2: GA Bahn 2: CC
Bahn 3: CC Bahn 3: TT Bahn 3: GG Bahn 3: CC
Bahn 4: GG Bahn 4: TC Bahn 4: GG Bahn 4: CA
Bahn 5: TC Bahn 5: GA Bahn 5: AA
Bahn 6: TT Bahn 6: CA
TNFB IVS1+90A>G
TNFB ¢.1-729A>G (Ncol-RFLP) TNFB IVS1-13_12dupTC
1 2 3 4 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
S~ 456 bp
<— 97bp
Bahn 1: AA Bahn 1: AA Bahn 1: 9/10 (TC)
Bahn 2: AA Bahn 2: AG Bahn 2: 9/9 (TC)
Bahn 3: AA Bahn 3: GG Bahn 3: 9/9 (TC)
Bahn 4: AG Bahn 4: AA Bahn 4: 10/10 (TC)
Bahn 5: GG Bahn 5: 10/10 (TC)

Abb. 6b: Genotypisierung der polymorphen Varianten des TNFB-Gens.
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FGF-2¢.223C>T HSPG2 IVS6-86G=T

1 2 3 4 5 6 7 8

Bahn 1: homozygot GG
Bahn 2: homozygot GG
Bahn 3: homozygot TT

Bahn 1: CT Bahn 4: homozygot GG
Bahn 2: TT X
hn 3 CC Bahn 5:heterozygot GT
Bahn 3: Bahn 6: homozygot GG
Bahn 7: homozygot GG
Bahn 8: heterozygot GT
NOS-3 E298D MTHFR A222V

(Hinf I-RFLP)

B 1 1T Bahn I: CC
ahn 1:

Bahn 2: TT
Bahn 2: GT 2w e
Bahn 3: GG X

4 165bp Bahn 4: CT
a— 122 bp Bahn 5: CT
Bahn 6: 100 bp-Marker

o— 33bp

Abb. 6c: Genotypisierung der polymorphen Varianten der Gene FGF-2, HSPG-2, MTHFR und NOS-3.

2.3.2. Quantitative Untersuchungen der TNFo— und FGF-2-Genexpression

Die Expressionsuntersuchungen der TNFo— und FGF-2-mRNA erfolgten an nativen humanen Monozyten.
Die Voraussetzung fiir kompetitive mRNA-Analysen war eine in Quantitit und Qualitdt reproduzierbare
RNA-Isolierung aus den nativen Zellen. Die Untersuchungen zur FGF-2-Proteinexpression erfolgten am
Serum der Probanden mittels ELISA.

2.3.2.1. Priparation von nativen Monozyten aus humanem Blut

Aus 9 ml peripherem Blut (EDTA-Blut) der niichternen Probanden wurden die nativen Monozyten mittels
NycoPrep™1.068-Dichtelosung pripariert. Die Losung erlaubt es, die Monozyten und Lymphozyten nach
ihrer Osmolaritét zu trennen. Das frische EDTA-Blut wurde zunéchst mit 1/10 Vol. 6 %igem Dextran 500 in
physiologischer NaCl-Losung (0,9 %) vermischt und 40 min bei RT fiir eine Sedimentation der Erythrozyten
inkubiert. Danach wurde die leukozytenreiche Plasmaschicht mit Pasteurpipette abgenommen und auf die
Dichtelosung geschichtet. Durch anschlieBende Dichtegradientenzentrifugation (600 g, 20°C, 15 min,
Bremse: 0) im ,,Swing-Out“-Rotor wurden die Monozyten in der Dichtelosung ankonzentriert, wihrend die
Lymphozyten, Granulozyten und Erythrozyten sedimentierten. Die mit Monozyten angereicherte
Dichtelésung wurde abgenommen und zweimal mit Waschlosung (physiologische NaCl, 0,13 % EDTA-Nay,
0,5 % BSA) gewaschen (Zentrifugation: jeweils 600 g, 4°C, 7 min). Nach Resuspension der Monozyten in
einem genau bestimmten Volumen, wurde die Zellzahl durch dreifaches Auszdhlen in einer Neubauer-

Zahlkammer ermittelt. AnschlieBend wurde die Zellzahl nach der folgenden Formel ermittelt:
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- Zellzahl pro ml
- Anzahl der gezihlten Zellen
Z=G*K/Q*V - Verdiinnungskoeffizient

- Anzahl der ausgezdhlten GroBquadrate

<O A QN

- Volumen (0,1 mm® = 10 ml)

Bis zur Priparation der RNA wurden die Monozyten in 1 ml TriStar'-Reagens versetzt und in RNase-freien
Tubes bei -80°C gelagert.

2.3.2.2. Quantitative Priparation von RNA

Das ,,ready to use” Reagens TriStar™ erlaubt eine simultane und quantitative Priparation von RNA, DNA
und Proteinen aus geringeren Mengen nativer Zellen sowie Zellkulturen. Es enthédlt Phenol und
Guanidinthiocyanat in einphasiger Losung und bildet nach Zusatz von Chloroform 3 Phasen aus: die obere
wéssrige Phase mit geloster RNA, die Interphase mit geloster DNA und die untere Protein-Phase.
Voraussetzung fiir die Quantifizierung der einzelnen, zu isolierenden Komponenten war deren vollstdndige
Isolierung ohne gegenseitige Kontamination.

Alle selbst hergestellten Losungen und die nicht im Handel als RNase-frei verfiigbaren Materialien wurden
mit DEPC (Diethylpyrokarbonat) behandelt. Die RNA-Préparation erfolgte folgendermalien:

Die in 1 ml TriStar™ Reagens eingefrorenen Monozyten bzw. andere Zellen (bereits im TriStar-Reagens
lysiert und dissoziiert) wurden in 37°C Wasserbad kurz aufgetaut und mit Chloroform versetzt. Nach
einminiitigem starkem Mischen wurden die Proben 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend zur
Phasentrennung zentrifugiert (12000 g, 4°C, 15 min, Bremse: 0). Nach Abnahme von 550 pl der wéssrigen
Oberphase wurde die darin geloste RNA mit 500 pl Isopropanol fiir 15 min bei 4°C ausgefillt. Nach einer
Zentrifugation (12000 g, 4°C, 10 min) wurde die RNA zweimal mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und im
Exsikkator getrocknet. AnschlieBend wurde die RNA je nach PelletgroBBe in 20-100 ul ag. dest.
aufgenommen, 10 min bei 60°C geldst und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Die

Konzentration der RNA wurde mittels der in Kap. 2.3.1.1. angegebenen Formel ausgerechnet.

2.3.2.3. Bestimmung der TNFa- und FGF-2-mRNA-Expression
Die Bestimmung der TNFa- und FGF-2-mRNA-Expression erfolgte nach gleichem Prinzip (wie folgt

dargestellt). Die jeweils verwendeten Primer sind in der Tabelle 6 zusammengefasst.

2.3.2.3.1. Reverse Transkription (RT)

Die Umschreibung der mRNA in cDNA erfolgte jeweils mittels reverser Transkription mit einem
spezifischen Antisense-Primer (Tab. 9). Der Reaktionsansatz von 20 pl enthielt: 50 mM Tris-HCI pH 8,3 bei
42°C, 10 mM MgCl,, 50 mM KCl, 10 mM DTT, 0,5 mM Spermidin, ] mM dTNP’s, 0,5 uM vom jeweiligen
RT-Primer und eine entsprechende Menge RNA. Die optimale Umschreibemenge an RNA wurde fiir jedes
der untersuchten Gene (TNFa oder FGF-2) in Bezug auf die zelltypischen Expressionsraten in Abhédngigkeit
zur Gesamt-RNA-Menge vor der Quantifizierung einzeln ausgetestet. So ergab sich als optimal fiir TNFa.-
mRNA eine Umschreibung von 200 ng und fiir FGF-2 von 600 ng Total-RNA in cDNA.

Die RT-Reaktionen wurden im Thermocycler durchgefiihrt. Nach einer 10 min langen Inkubation bei 62°C
wurden die Proben auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 6,25 U AMV-Reverse-Transkriptase und 17 U RNase-
Inhibitor (RNAguard) wurde der Ansatz 1 h bei 42°C inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Erhitzen
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auf 90°C (5 min) abgestoppt und auf 4°C abgekiihlt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei —
20°C gelagert.

Fiir die positive Kontrolle der RT-Reaktionen wurden laborinterne Kontroll-RNA‘s [gepoolte, auf 0,2 pg
(TNFa) und auf 0,6 pg (FGF-2) aliquotierte RNA aus Monozyten gesunder Blutspender] parallel zu den zu
untersuchenden Proben mit in cDNA umgeschrieben und anschlieBend ebenfalls mittels kompetitiver PCR

quantifiziert.

2.3.2.3.2. Konstruktion des internen Standards

Das Prinzip der kompetitiven PCR beruht auf der Koamplifikation einer unbekannten Menge der zu
quantifizierenden cDNA (Target-DNA) und einer als VergleichsgroBBe fungierenden Standard-DNA
bekannter Konzentration. Aufgrund des Verhiltnisses (Endmenge von Target-DNA + Endmenge von
Standard-DNA = 100 %) und durch Kenntnis der eingesetzten Standard-DNA-Menge ist eine relative
Bestimmung der Ausgangsmenge an Target-DNA moglich. Zur Erhohung der Genauigkeit der Messung
wurde eine Standard-Titrationsreihe eingesetzt. Im folgenden wird die Konstruktion des jeweiligen
Standards ndher beschrieben. Die Konstruktion der Standards erfolgte nach Celi et al. (1993) und Forster
(1994) in drei Schritten (Abb. 7).

Konstruktion des PCR-Standards (TNFa/ FGF-2)
RT-Reaktion —
RT-Primer

5' Primer ! 1. ‘

1. PCR: Target —— 600 bp/ 597 bp
Adapterprimer 2. 3' Primer

2.PCR: Adapterprimer S — 542 bp/ 539 bp
5' Primer1 3. 3 Primer
5' Primer1 4 3' Primer

Standard-DNA — 552 bp/ 503 bp
3' Primer

Abb. 7: Konstruktion der internen Standards fiir TNFa- und FGF-2-quantitative PCR’s. Die Target-DNA‘s
bilden Produkte von 600 bp (TNFa) und 597 bp (FGF-2). Die Standards ergeben Produkte von 552 bp
(TNFa) und 503 bp (FGF-2).

Zur Herstellung der Standards wurde zuerst von einem gesunden Blutspender die mRNA in cDNA (jeweils
fiir TNFa und FGF-2) umgeschrieben. Mit Hilfe eines Adapter-Primers (letzte 10 Basen entsprechen den
ersten 10 Basen des 5‘-Primers 1) und des 3‘-Primers wurden Zwischenprodukte von 542 bp (TNFa) und
539 bp (FGF-2) amplifiziert, an deren 5‘-Ende der 5°‘-Primer 1 binden konnte. Im letzten Schritt wurden
diese Zwischenprodukte in einer PCR mit 5‘-Primer 1 und 3‘-Primer amplifiziert, so das letztendlich die

Standard-DNA‘s entstanden, die mit den kompetitiven Target-Primern (5‘-Primer 1 und 3°-Primer) zu
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vervielféltigen waren (TNFa: 552 bp Standard; FGF-2: 503 bp Standard). Das Produkt wurde aus einem
»Low-Melting-Point“-Agarosegel eluiert, mit Target-Primern in ausreichender Menge vervielfiltigt,
vermessen und in gewiinschter Konzentration (10 pg/ul fiir TNFa; 100 pg/ul fiir FGF-2) aliquotiert. Bis zur
Verwendung wurden die Standardaliquote bei —20°C gelagert. Fiir jede zu vermessende cDNA wurde jeweils
eine Standard-Verdiinnungsreihe (Titrationsreihe) von 8 Konzentrationsabstufungen (TNFa: 1,2; 2,1; 3,5;
5,8; 9,6; 15,9; 26,6 und 44,4 fg/ul und FGF-2: 3,9; 7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250 und 500 fg/ul) frisch
hergestellt (Abb. 8).

2.3.2.3.3. Kompetitive PCR

Fir die kompetitive PCR wurden zur Bestimmung einer Target-DNA-Menge jeweils 8 Einzel-PCR’s
(Verdiinnungsreihe) mit einer variierenden Menge an Standard-DNA (siehe oben) sowie eine Kontroll-PCR
ohne DNA durchgefiihrt. Zu einem 50 pul-PCR-Ansatz (0,2 mM dNTP’s, 1,5 M MgCl,, je 0,5 uM 5°- Primer
1 und 3‘-Primer, siche Tab. 6: Primer flir kompetitive PCR, 3 % Formamid, 50 mM KCIl, 20 mM Tris-HCI
pH 8,4) wurden jeweils 1 pl der transkribierten cDNA (TNFa: 200 ng, FGF-2: 600 ng) und 1 ul der
Standard-DNA (je eine Stufe der Verdiinnungsreihe) pipettiert, der Ansatz gevortext, mit 50 ul Mineral6l
iiberschichtet und anzentrifugiert. Die PCR wurde mit einem ,Hot-Start“ im Thermozykler (ohne
Heizdeckel) gestartet. Nach dem ersten Denaturierungsschritt (95°C, 5 min) wurden jeweils 1 U Tag-
Polymerase zupipettiert. Es wurde insgesamt iiber 33 Zyklen amplifiziert (92°C 45 sec, ,,Annealing*: 60°C
fiir TNFa und 50°C fiir FGF-2 45 sec, 72°C 45 sec, ,,Delay* 1 sec). Nach der letzten Extension von 10 min
bei 72°C wurde auf 4°C abgekiihlt.

2.3.2.3.4. Elektrophorese, Fotodokumentation und densitometrische Auswertung

Nach der kompetitiven PCR wurden jeweils 10 pl der PCR-Produkte mit 2 pl Stopper (50 % Glycerin, 0,05
% Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol in 0,5xTBE) versetzt und im 1,2 % Agarosegel (500 ng/ml
Ethidiumbromid) in 0,5xTBE Puffer 2 h bei 150 V elektrophoretisch aufgetrennt.

Nach der Elektrophorese wurden die DNA-Banden auf dem UV-Transilluminator (320 nm) visualisiert und
fotographisch dokumentiert (Film APX 100 AGFA, Kamera Canon 600, Rotfiltervorsatz, Belichtung 20 sec,
Blende 4,5).

Die densitometrische Auswertung der Ergebnisse erfolgte im Institut fiir Pathophysiologie der MLU Halle-
Wittenberg mittels LASER-Densitometers (Molecular Dynamics GmbH) unter Verwendung des
Negativfilmmaterials. Das gesamte Negativ wurde eingescannt. AnschlieBend wurde entsprechend der
Elektrophoresespur (Abb. 8) mit Hilfe des Computer-Auswerte-Systems Image QuantTM (Molecular
Dynamics GmbH) eine Integration der Schwérzungskurve zur Berechnung der Bandenbreite und —intensitét
sowohl vom Target als auch vom Standard durchgefiihrt.
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Target 600 bp Standard
Standard 500 bp
Target
600 bp Target
500 bp Standard

Abb. 8: Darstellung der Koamplifikation der zu vermessenden Target-DNA mit einer Standard-
Verdiinnungsreihe fiir Gene TNFo und FGF-2.

2.3.2.3.5. Berechnung der mRNA-Menge von TNFa und FGF-2 pro Zelle

Durch Berechnung der Fldachen der Extinktionskurven ergab sich die prozentuale Verteilung der Target- und
Standard-Mengen im einzelnen PCR-Ansatz (Target + Standard = 100 %). Das Verhéltnis von Target und
Standard &nderte sich aufgrund der abnehmenden Standard-Konzentration innerhalb einer PCR-
Titrationsreihe. Ausgehend von den bekannten Standard-Konzentrationen wurde durch Regression die in die
PCR eingesetzte Target-RNA-Konzentration (fg/ul) ermittelt. Am Aquivalenzpunkt von Target und Standard
(beide 50 %) sind die eingesetzten Konzentrationen gleich. Zur Berechnung der Target-RNA-Menge im
einzelnen RT-Ansatz wurde die ermittelte Konzentration mit 20 pl (Gesamtvolumen vom RT-Ansatz)
multipliziert. Die Anzahl der Zellen, die in eine RT-Reaktion eingesetzt wurde konnte man aus der
praparierten Gesamtzellzahl an Monozyten berechnen. Bei der Endauswertung wurde ebenfalls der Faktor F
beriicksichtigt, der den Anteil der Target-DNA an der Gesamt-cDNA des jeweiligen Gens wiederspiegelt
(TNFa: F= 702 bp Gesamt-cDNA/600 bp Fragment = 1,2; FGF-2: F = 1127 bp Gesamt-cDNA/ 597 bp
Fragment = 1,9). Zusammengefasst ergibt sich folgende Gleichung, die die Ermittlung der mRNA-Menge in
ag/Zelle erlaubt:

Target-Konzentration (fg/ul) x 20 pl x

mRNA pro Zelle
Zellzahl

2.3.2.3.6. Ermittlung der Genauigkeit der mRNA-Quantifizierung

Um die mdglichen Methodenfehler zu ermitteln wurden zum einen ausgehend aus der gleichen Zellzahl iiber
RNA-Prédparation, RT-Reaktion, kompetitive PCR und anschlieBender Auswertung mittels
Fotodokumentation und Densitometrie parallel von 2 Probanden je 3 gleiche Zellproben untersucht. Zum
anderen wurde die Tag-zu-Tag-Schwankung der RT-Reaktion ermittelt, indem eine aliquotierte RNA-Probe
(10 x je gleiche Menge an RNA) an 10 verschiedenen Tagen untersucht wurde. Zusétzlich wurde anhand
einer cDNA in 3 unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen getestet, ob die Endwerte vergleichbar mit den

Anfangskonzentrationen sind.
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2.3.2.4. Untersuchung der tageszeitlichen Rhythmik der TNFa-Expression

Untersuchungen zur zirkadianen Rhythmik der TNFo-Expression erfolgten an nativen Monozyten von 11
Personen (5 Frauen und 6 Ménner). Es wurde an einem Tag zu drei verschiedenen Zeiten (8:00 Uhr, 12:00
Uhr, 16:00 Uhr) Venenblut entnommen und nach anschlieBender Monozytenpréaparation die TNFo-mRNA-
Menge ermittelt. Die erste Entnahme erfolgte niichtern wéhrend die nachfolgenden den iiblichen

Erndhrungsgewohnheiten der Probanden entsprachen.

2.3.2.5. Bestimmung der FGF-2-Proteinmenge mittels ELISA

Die FGF-2-Proteinmenge wurde mittels ,,QuantikineTM HS-Kit for human FGF basic* am ELISA-Reader
bestimmt.

Zunichst wurden 4 ml EDTA-Blut (Blutabnahme 8 Uhr, niichtern) innerhalb von 30 min nach der
Blutentnahme abzentrifugiert (10 min, 1000 rpm, 4°C). Danach wurden 500 pl Plasma pro Tube (mindestens
2 Tubes pro Proband) abgenommen und bis zur Bearbeitung bei —20°C gelagert.

Am Vortag der ELISA-Messung wurden die Losungen (Substrat- und Amplifierldsung) entsprechend dem
Hersteller-Protokoll vorbereitet und bis zum Gebrauch bei —20°C eingefroren.

Am Tag der Messung wurden als erstes 7 Standardverdiinnungen (64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 pg/ml) aus
kristallinem Standard und Calibrator-Diluent RD6X hergestellt. In jedes Well der Platte wurden 100 ul
Assay Diluent HD1-46 gegeben und anschlieBend jeweils 150 pl des Standards bzw. der Plasmaprobe
zupipettiert. Es folgte eine 3h-Inkubation der Platte bei Raumtemperatur (18-23°C) auf einem Schiittler.
Nach der Inkubation wurde die Platte 6 mal mit je 400 pul Waschlosung gewaschen. AnschlieBend wurde in
jedes Well 200 pl Conjugat gegeben, die Platte mit Klebestreifen verschlossen und 2 h bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation wurde wieder gewaschen, 50 pl Substrat in jedes Well
zugegeben und 45 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Bei nachfolgender Zugabe von 50 pl
Amplifierlosung und 45 min Inkubation bei Raumtemperatur fand die Farbreaktion statt. Mit 50 pl
Stopplosung wurde die Reaktion beendet. Die optische Dichte wurde bei 490 nm am ELISA-Reader
gemessen (Korrektur bei 650 nm oder 690 nm).

Fiir alle Proben und Standards wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. AuBerdem wurde bei jeder

Reaktion der laborinterne Plasma-Standard mitbestimmt.

2.4. Verwendete Computerprogramme und statistische Tests

Die fiir PCR-Analysen verwendete Primer wurden mittels Computerprogramme ,,0Oligo und ,,Generunner
(Version 3.0) bestimmt und optimiert. Die densitometrische Auswertung der kompetitiven Untersuchungen
erfolgte mittels Image Quant'" Version 5.0. Fiir die Genotyp-Phinotyp-Assoziationsuntersuchungen und
statistische Auswertungen wurden die Programme Microsoft® EXCEL und SPSS fiir Windows Version 10.0
verwendet. Metrische Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung
gepriift. Fiir die Untersuchung von unabhéngigen Stichproben wurde im Fall einer Normalverteilung der t-
Test nach Student und die einfaktorielle Varianzanalyse (One-Way ANOVA) genutzt. Bei nicht normal
verteilten Variablen wurde der U-Test nach Mann-Whitney und der Test nach Kruskal-Wallis verwendet.
Fiir die Bestimmung von bivariaten Korrelationen von metrischen Gréfen wurden die Punkt-Moment-
Korrelation nach Pearson (Normalverteilung) und die Rangkorrelation nach Spearman (keine
Normalverteilung) berechnet. Mittels Post-Hoc-Tests (LSD) wurden nach Priifung der Varianzhomogenitét
(Levene Test) der Zusammenhang von metrischen Variablen innerhalb von Gruppen bestimmt. Kategoriale

Daten wurden in Kontingenztabellen mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson und des exakten Tests
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nach Fisher analysiert. Alle Werte p<0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Mittels binérer
logistischer Regressionsanalyse wurde die Abhéngigkeit einer dichotomen Variablen von anderen

unabhéngigen Variablen, die ein beliebiges Skalenniveau aufweisen, ermittelt (odds ratio).
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3. Ergebnisse

Zunichst sollen nach klinischer und paraklinischer Charakterisierung der Probandenkollektive die
Ergebnisse der Screening-Untersuchungen nach neuen polymorphen Varianten in funktionell und
regulatorisch wichtigen Bereichen der 2 Gene TNFa und TNFRB dargestellt werden. Die neu gefundenen
Polymorphismen dieser Gene wurden zusammen mit den bereits bekannten polymorphen Varianten der Gene
TNFa und TNFB und weiterer 4 Kandidatengene, die aus pathophysiologischer Hinsicht als Risikofaktoren
der Atherosklerose anzunehmen sind (FGF-2, HSPG-2, NOS-3 und MTHFR), mittels einer deskriptiven
Statistik im Rahmen einer Assoziationsstudie an 3 verschiedenen Probandengruppen (Langzeitblutspender,
Patienten ohne koronaren Befund und Patienten mit koronarer Herzkrankheit) des Mitteldeutschen Raums
auf ihre Bedeutung fiir koronare Atherosklerose getestet. Zusatzlich wurde bei den KHK-Patienten die
mogliche Auswirkung des Genotyps auf das Manifestationsalter, den Verlauf und den Schweregrad der

Herzkrankheit analysiert.

In einem weiteren Abschnitt sind zum einen die Resultate der Expressionsanalysen des TNFo-Gens
dargestellt. Bei der Ermittlung der funktionellen Auswirkungen der genetischen Varianten des TNFo-Gens
auf mRNA-Ebene wurde eine Adjustierung der Probanden nach Alter und Geschlecht durchgefiihrt, so dass
zu jedem koronaren Patient ein vergleichbarer, gleichaltriger, koronar unauffélliger Patient und ein gesunder
Blutspender zugeordnet wurde. Dies ermdglichte eine alters- und geschlechtsunabhidngige Auswertung der
TNFa-GenexpressionsmeBwerte. Fiir das TNFa-Gen konnte eine zirkadiane Studie ausgewertet werden.

Zum anderen wurden Expressionsuntersuchungen zum FGF-2-Gen durchgefiihrt. Die genetischen Varianten
des FGF-2-Polymorphismus ¢.223C>T (Handschug, 1998) wurden mit der mRNA- und Proteinexpression
des FGF-2-Gens auf Assoziation untersucht. Da keine Alters- und Geschlechtsabhidngigkeit der FGF-2-
Expression vorlag, war hier eine Adjustierung der Probandengruppen nach Geschlecht und Alter nicht

notwendig.

3.1. Klinische und biochemische Charakterisierung der Untersuchungskollektive

In die vorliegende Studie wurden 313 gesunde Langzeitblutspender (LBS) (67,7 % Maénner), 135 Patienten
mit angiographisch gesichertem normalen Koronarstatus (koronar ohne Befund, KOB) (58,5 % Méinner) und
264 Patienten mit angiographisch nachgewiesener schwerer koronaren Herzkrankheit (KHK) (85,6 %
Mainner) einbezogen. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen betrug das Durchschnittsalter der Blutspender 43,2
+ 11 Jahre, der koronar unauffilligen Patienten 51,3 &+ 9,6 Jahre und der KHK-Patienten 49,9 + 8 Jahre.

Bei allen Patienten wurden sowohl klinische Auffélligkeiten (z.B. Hypertonie, Erkrankung an Diabetes
mellitus) als auch biochemische Parameter (,,body mass index” BMI, Faktoren des Lipidstoffwechsels und
Fibrinolyse) registriert und fiir die Auswertung in der vorliegenden Arbeit zur Verfiigung gestellt. Zusitzlich
wurde der Raucherstatus ermittelt. In der Abbildung 9 und Tabelle 11 sind klinische und biochemische
Parameter der Patienten mit KHK im Vergleich zu KOB dargestellt. In die Darstellung der biochemischen
Werte sind die methodenspezifischen Referenzwerte (Normalwerte) mit einbezogen.

In der Gruppe der KHK-Patienten lag die Anzahl der Raucher deutlich hdher als bei den KOB-Patienten (76
% vs. 40 %, p < 0,01). Beziiglich der Erkrankung an Hypertonie oder Diabetes mellitus gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen (Abb. 9).
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Abb. 9: Darstellung der klinischen Auffélligkeiten der Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) und
der Patienten ohne koronaren Befund (KOB).

Tabelle 11:  Biochemische Charakterisierung der KHK-Patienten und der KOB-Patienten im Vergleich

zum methodenspezifischen Referenzbereich

biochemische Parameter KHK KOB p (KHK vs. KOB) Referenzbereich

,,Body mass index* (BMI) 27,5+4,0 27,1 £4.4 n.s. <249
kg/m’

Total-Cholesterin (mmol/1) 5,8+1,3 54+12 0,009 <52
HDL minnl. (mmol/l) 1,2+0,4 1,2+0,4 n.s. >0,9
HDL weibl. (mmol/l) 1,3+04 1,5+0,4 0,002 >1,1
LDL (mmol/l) 3,61,1 33+09 0,03 <39
Triglyceride (mmol/l) 23+1,6 2,0+1,7 0,000 <23
Lp (a) (g/) 0,31 £0,37 0,22 £ 0,26 0,042 <0,2
Apo Al ménnl. (g/l) 1,3+0,3 1,3+0,3 n.s. 0,8-1,75
Apo Al weibl. (g/1) 1,4+03 1,5+03 0,002 0,9-19
Apo B (g/]) 1,2+0,3 1,2+03 n.s. 0,8-1,4
PAI (U/ml) 3,5+2,5 35+2,5 n.s. <35
Plasminogen (%) 120 =28 113 +234 1.S. 75 - 140
Fibrinogen (g/1) 3,8+1.4 34+1,0 0,011 1,5-4
Alpha-2MG (g/1) 1,9+0,5 1,7+ 0,6 n.s. 1,3-3

Die biochemischen Parameter der Patienten zeigten beziiglich der methodenspezifischen Referenzwerte im
Durchschnitt grenzwertige Ergebnisse. Im pathogenen Bereich lag bei beiden Patienten-Gruppen der BMI
mit 27,5 + 4,0 kg/m* bei KHK-Patienten und 27,1 + 4,4 bei KOB-Patienten (Referenz: < 24,9 kg/m?). Trotz
der Behandlung der Patienten mit lipidsenkenden Medikamenten wiesen beide Patienten-Gruppen erhohte
Total-Cholesterin-Werte auf, wobei bei Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer Herzerkrankung
der Wert signifikant hoher lag als bei Patienten mit glatten Koronargefaflen (5,8 + 1,3 vs. 5,4 £ 1,2 mmol/I;
p< 0,01). Auch andere atherogen wirkende Faktoren des Lipidstoffwechsels lagen bei den KHK-Patienten
signifikant hoher als bei den KOB-Patienten (LDL, Triglyceride, Lp (a); p<0,05). Im Unterschied zu
minnlichen Patienten, bei welchen die Apo Al-Werte in beiden Patienten-Gruppen vergleichbar waren (je
1,3 £ 0,3 g/l), zeigten die weiblichen Patienten signifikante Unterschiede (KHK: 1,4 + 0,3 g/l, KOB: 1,5 +
0,3 g/l, p<0,003). Das protektiv wirkende HDL war bei den weiblichen Patienten ohne koronaren Befund
signifikant hoher als bei den weiblichen Patienten mit koronarer Herzerkrankung (p<0,003). Bei Méannern
gab es beziiglich der HDL-Werte keine Unterschiede. Der Gerinnungsparameter Fibrinogen lag bei den
KHK-Patienten signifikant hoher als bei den KOB-Patienten (p<0,02). Alle weiteren untersuchten Parameter

zeigten keine signifikanten Verteilungsunterschiede (Tab. 11).
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3.1.1. KHK-Patienten - klinische Charakterisierung in Bezug auf Manifestationsalter, Verlauf und
Schwere des Myokardinfarkts

Bei den untersuchten KHK-Patienten variierte das Alter des ersten Myokardinfarkts (MI) von 29 bis 74 Jahre
und betrug im Durchschnitt 49,3 + 8,1 Jahre. 117 der KHK-Patienten hatten ihren ersten MI bereits vor dem
46. Lebensjahr (<= 45 Jahre) und 147 erst im hoheren Lebensalter (> 45 Jahre). Bei 27 % der Patienten war
ein erneuter Infarkt zu verzeichnen. Die KHK-Patienten zeigten eine unterschiedlich gute Adaptation an das
koronare Ereignis, die durch die Dauer der bisherigen Uberlebenszeit nach MI gekennzeichnet werden
konnte. Von den 264 KHK-Patienten befanden sich 170 zum Zeitpunkt der Untersuchungen im ersten Jahr
nach dem 1. MI. Die bisherige Uberlebenszeit dieser Hochrisikogruppe (HR) betrug im Durchschnitt 2,8
Monate und variierte von 1 Woche bis zu 11 Monaten. 94 Patienten, die den MI bereits langer als ein Jahr
iiberlebten, wurden in der Gruppe der Langzeitiiberlebenden (LZ) zusammengefasst. Diese Patienten hatten
ihren ersten MI im Durchschnitt 7,1 Jahre iiberlebt, wobei die Uberlebenszeit von 1,8 Jahren bis zu 22 Jahren
variierte. Entsprechend der Schwere des koronaren Ereignisses, welche sich in der Anzahl der durch
Stenosen betroffenen koronaren Hauptgefde duBerte, erfolgte eine Einteilung der KHK-Patienten in Ein-,
Zwei- und MehrgefaBerkrankung (Ein-, Zwei-, Mehr-GE). In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 62
Patienten mit Ein-, 57 Patienten mit Zwei- und 136 mit Mehr-GE ausgewertet. In der Tabelle 12 wurden die

untersuchten KHK-Subgruppen charakterisiert.

Tabelle 12:  Charakterisierung der KHK-Subgruppen

KHK, n =264

Alter (Jahre) 50+ 8,0
Alter bei 1. MI (Jahre) 493 + 8,1

<= 45 Jahre (%) 443

> 45 Jahre (%) 55,7
Uberleben nach 1. MI

Hochrisikogruppe, HR (%) 64,6

Langzeitiiberlebende, LZ (%) 354
Schwere des koronaren Ereignisses

EingefidBerkrankung (%) 243

ZweigetaBerkrankung (%) 22,3

Mehrgefaferkrankung (%) 53,4
Behandlung nach koronarem Ereignis

Perkutane transluminale koronare Angioplastie, PTCA (%) 49,2

Aorto-koronarer Venenbypass, ACVB(%) 23,1

Unter Beriicksichtigung des Manifestationsalters (Alter bei 1. MI: <=45 Jahre vs. > 45 Jahre) sowie der
bisherigen Uberlebenszeit (HR vs. LZ-Gruppe) erfolgte bei den KHK-Patienten eine differenzierte
Charakterisierung beziiglich der klinischen und biochemischen Daten. Signifikante Unterschiede ergaben
sich beziliglich des Durchschnittsalters der Patienten bei Eingang in die Studie, sowie der Reinfarkt-
Héaufigkeit. Patienten mit einer besseren Adaptation nach koronarem Ereignis (Gruppe der
Langzeitiiberlebenden) waren im Durchschnitt 5,3 Jahre élter bei der klinischen Manifestation der koronaren
Herzkrankheit und hatten zu 60 % einen Reinfarkt erlitten (Tab. 13).
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Tabelle 13:  Biochemische und klinische Charakterisierung der KHK-Patienten unter Beriicksichtigung

des Manifestationsalters bei 1.MI (Alter beim 1. MI: <=45 Jahre vs. > 45 Jahre), sowie der

Uberlebenszeit nach einem MI (HR = Hochrisikogruppe vs. LZ = Langzeitiiberlebenden).

KHK-Patienten, n=264
Alter bei 1. MI Uberleben nach 1. MI
<=45 Jahre > 45 Jahre p HR LZ p
n=117 n =147 n=170 n=94

Alter bei Eingang in
die Studie (Jahre) 447+7 54,2 +6,2 <0,001 47,7+7,7 53,9+6,8 <0,001
Alter bei 1. MI (Jahre) 40,7 + 4,4 52,0+5,6 <0,001 473+48 46,6 +17,5 n.s.
BMI (kg/m2) 27,5+4,1 27,5+3,8 n.s. 27,5+3,9 27,6 £3,9 n.s.
T-CHOL (mmol/l) 57+13 57+12 n.s. 56+1,2 50+1,4 n.s.
HDL (mmol/l) 1,240,3 12404 ns. 1,2+0,36 12404 n.s.
LDL (mmol/l) 353+1,2 35+1 n.s. 35+1 3.6+1,2 n.s.
Triglyzeride (mmol/1) 22+1,6 22+1,5 n.s. 2,1+1,2 23+19 n.s.
Lp (a) (g/l) 036+04 0324036 n.s. 0,34 +0,38 033+04 n.s.
Apo Al (g/l) 1,3+0,3 1,3£0,2 n.s. 1,3+£0,2 1,3+£0,3 n.s.
Apo B (g/1) 12403 12403 n.s. 1,2+0,3 1,2+0,3 n.s.
PAI (U/ml) 3,527 34+£24 n.s. 33+£2,6 3,6£24 n.s.
Plasminogen (%) 118,7 25,8 113,7 £ 26,1 n.s. 115,3 +24,8 117 £ 28,6 n.s.
Fibrinogen (g/1) 3,7+x1,4 38+1,4 n.s. 38+1,6 3,5+£0,9 n.s.
alpha-2MG (g/1) 2,5+0,5 1,6 +0,5 n.s. 1,5+0,5 2,9 40,5 n.s.
Geschlecht mannlich (%) 87,2 84,4 n.s. 73,3 87,5 n.s.
Hypertonie (%) 44,4 48,6 n.s. 46,5 46,5 n.s.
Diabetes Mellitus (%) 14,3 20,6 n.s. 13,9 22,9 n.s.
Reinfarkte (%) 33 22,4 n.s. 8 60 < 0,001

Eine weitere Differenzierung der KHK-Patienten erfolgte unter Einbeziehung der Anzahl der durch Stenosen
verdnderten Koronargefdfle in Ein-, Zwei- und Mehr-GE (Tab. 14).

Beziiglich der klinischen Daten konnten signifikante Verdnderungen zwischen den Subgruppen (Ein-, Zwei-
und Mehr-GE) analysiert werden: Beim Vergleich der Parameter des Lipidstoffwechsels wurden signifikante
Unterschiede beziiglich des HDL- (p<0,03), des Lp (a)- (p<0,05) und des Apo Al-Wertes (p<0,04) ermittelt.
In der Gruppe der Patienten mit Eingefaf3erkrankungen wurden die hochsten Werte des protektiv wirkenden
HDL gemessen. Beim atherogenen Lp (a) wurde die hochste Konzentration bei Patienten mit
Mehrgefaflerkrankungen gefunden. Die Werte der Patienten mit Ein- und Zwei-GE waren signifikant
niedriger, jedoch gegeniiber dem Referenzbereich ebenfalls erhoht. Im Unterschied zu Patienten mit Zwei-
oder Mehrgefdflerkrankung zeigten die Patienten mit Ein-GE signifikant erhohte Apo A1-Werte. Verglichen
mit den Referenzwerten lagen aber diese Werte im mittleren Referenzbereich. Die Werte des
Gerinnungsparameters Fibrinogen, sowie des o2-Makroglobulins stiegen mit der Anzahl der durch
Atherosklerose betroffenen Koronargefafle: die Patienten mit mehreren betroffenen Koronargefdfien zeigten
(p<0,02) und a2-Makroglobulins (p<0,003)

Durchschnittswerte als die Patienten mit Ein- oder Zwei-GE. Der Anteil an Patienten mit Diabetes mellitus

beziiglich des Fibrinogens signifikant hdhere
war auch in der Gruppe der Patienten mit Mehr-GE verglichen mit Ein- und Zwei-GE deutlich erhéht (23 %
bei Mehr-GE vs. 14,9 % bei Zwei-GE und 10,2 % bei Ein-GE; n.s.). Alle weiteren untersuchten Parameter

zeigten keine signifikanten Verteilungsunterschiede zwischen den gebildeten Subgruppen (Tab. 14).
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Tabelle 14:

Klinische und paraklinische Beurteilung der KHK-Patienten unter Einbeziehung der

Schwere des koronaren Ereignisses (Ein-, Zwei- und Mehr-GE); GE: GefaBerkrankung.

Myokardinfarkt-Patienten
Ein-GE Zwei-GE Mehr-GE ]
n=62 n=>57 n=136
Alter bei Eingang in die Studie (Jahre) 50,6 +4,7 53+£53 52,6 7.8 n.s.
Alter bei 1.MI (Jahre) 45,7+9,9 46,1+ 12 471172 n.s
»Body mass index* (BMI) (kg/mz) 274+35 28£3,9 27,1 £4,1 n.s.
Total-Cholesterin (mmol/1) 56+1,3 58113 57+£1,2 n.s.
HDL (mmol/1) 1,3£04 1,1 £0,3 1,2+£04 0,026
LDL (mmol/l) 33+1,1 36113 3,6t1,1 n.s.
Triglyceride (mmol/1) 2,1+1,5 2,5+1,9 2,1+14 n.s.
Lp (a) (g/) 0,31 +£0,39 0,27 £0,28 0,38£0,39 0,047
Apo A 1 (g/1) 1,4+£0,2 1,3+0,2 1,3+0,3 0,03
Apo B (g/1) 1,2+0,3 1,2+0,3 1,2+0,3 n.s.
PAI (U/ml) 3,5+£2,2 38+23 33+2,6 n.s.
Plasminogen (%) 117,5+23,7 117,2+23,2 115,6 £ 29,7 n.s.
Fibrinogen (g/1) 3,6+1,5 38+1,5 39+1,3 0,01
Alpha — 2MG (g/1) 1,5+0,4 1,6 £0,4 2,4+9.2 0,002
Geschlecht ménnlich (%) 78,6 90 86,7 n.s.
Raucher (%) 69,2 71,5 80 n.s.
Hypertonie (%) 42,3 45,1 49,4 ns.
Diabetes mellitus (%) 10,2 14,9 23 n.s.
Reinfarkte (%) 17,9 14,3 28,1 n.s.

3.2. Genetische Untersuchungen

3.2.1. ,,Mutationsscreening® im TNFo— und TNFB-Gen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Gene TNFo und TNFRB nach genomischen Verdnderungen
untersucht. Sowohl die Exonbereiche als auch die Intronsequenzen bzw. die Promotorbereiche wurden in die
Untersuchung mit einbezogen.

Es wurden 4 bisher nicht beschriebene Polymorphismen in den Genen TNFa und TNFB identifiziert: 1. Im
Exon 3 des TNFa-Gens konnte eine Transition des Cytosins nach Thymin an der cDNA-Position 430
gefunden werden, die zu einem Pro84Leu-Austausch fiihrt (P84L); 2. Im Intron 3 des TNFa-Gens wurde
eine Transition des Adenins nach Guanin (IVS3+51A>QG) detektiert; 3. In der Promotorregion des TNFB-
Gens wurde eine Transition von Adenin nach Guanin (c.1-729A>G) gefunden; 4. Im Exon 1 (5°-UTR) des
TNFB-Gens wurde eine Transition von Guanin nach Adenin (¢.7G>A) identifiziert.

Die 4 neu ermittelten polymorphen Varianten der Gene TNFo und TNFB wurden an einem Stammbaum
beziiglich ihres Erbganges untersucht. In Abbildung 10 ist der untersuchte Stammbaum und die dazu

ermittelten Genotypen dargestellt.
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Abb. 10: Stammbaum-Analyse der erstmalig beschriebenen Polymorphismen in den Genen TNFa und
TNFB (1.: TNFa P84L; 2.: TNFa IVS3+51A>G; 3.: TNFB ¢.1-729A>G; 4.: TNFB ¢.7G>A).

Fiir beide Polymorphismen des TNFa-Gens (P84L, IVS3+51A>G) und einen Polymorphismus des TNFR3-
Gens (c.7G>A) konnte ein Erbgang nach Mendel nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung des relativ
selten vorkommenden Promotorpolymorphismus im TNFB-Gen (c.1-729A>G) wurde fiir alle analysierten
Probanden des Stammbaums der homozygote Wildtyp AA nachgewiesen.

3.2.2. Charakterisierung und Genotypisierung von Polymorphismen der 6 ausgewihlten
Kandidatengene fiir koronare Atherosklerose (TNFa, TNFB, FGF-2, HSPG-2, MTHFR und NOS-3)
Fiir die Beurteilung der Risikokonstellation bei der Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen wurden
neben den 4 im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebenen Polymorphismen der Gene TNFa.
und TNFB die 12 bereits bekannten Polymorphismen von TNFa und TNFS und 4 Polymorphismen weiterer
4 Kandidatengene der Atherosklerose (FGF-2, HSPG-2, NOS-3 und MTHFR) herangezogen. In der Tabelle
15 sind alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten 20 Polymorphismen zusammengefal3t und

genetisch charakterisiert.
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Tabelle 15:  Genetische Charakterisierung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten polymorphen
Varianten der Gene TNFo, TNFB, FGF-2, HSPG-2, NOS-3 und MTHFR (Acc. Nr.
Accession Number).
Gen/ Polymorphismen- Position | cDNA-Position/ | Verinderung/ Autor
Acc. Nr. Nomenklatur Basenaustausch Bedeutung
TNFo/ c.1-863C>A Promotor - Transversion Uglialoro et al., 1998
715026 c.1-857C>T Promotor - Transition Herrmann et al., 1998
c.1-572A>C Promotor - Transversion Uglialoro et al., 1998
c.1-376G>A Promotor - Transition Hamann et al., 1995
c.1-308G>A Promotor - Transition Wilson et al., 1992
c.1-244G>A Promotor - Transition Zimmerman et al., 1996
c.1-238G>A Promotor - Transition D’Alfonso et al., 1994
P84L Exon 3 430/ C>T Transition/ Vorliegende Arbeit
missense
IVS3+51A>G Intron 3 - Transition Vorliegende Arbeit
TNEB/ c.1-729A>G Promotor - Transition Vorliegende Arbeit
715026 c.7G>A Exon 1 5¢-UTR Transition Vorliegende Arbeit
IVS1+90A>G Intron 1 - Transition Badenhoop et al., 1989
IVS1+206G>C Intron 1 - Transversion Ferencik et al., 1992
IVS1-13_12dupTC Intron 1 - Duplikation Fanning et al., 1997
CI13R Exon 2 205/ T>C Transition/ Fanning et al., 1997
missense
T60N Exon 3 347/ C>A Transversion/ Messer et al., 1991
missense
FGF-2/ c.223C>T Exon 1 5¢-UTR Transition Handschug et al., 1998
Y 13468
HSPG-2/ 1VS6-86G>T Intron 6 - Transversion Kallunki et al., 1991
AL445798 | (entspricht BamHI-PM)
NOS-3/ E298D Exon 7 894 / G>T Transversion/ Yoshimura et al., 1998
D26607 missense
MTHFR/ A222V Exon 3 677/ C>T Transition/ Frosst et al., 1995
G67549 missense

Nach der Genotypisierung der Probanden wurde festgestellt, dass 4 Polymorphismen im TNFa-Gen (c.1-572A>C,
c.1-376G>A, ¢.1-244G>A und P84L) und 1 Polymorphismus im TNFB-Gen (c.1-729A>G) mit einer Haufigkeit
von weniger als 1 % vorkommen. Wegen des seltenen Vorkommens wurden diese 5 polymorphe Varianten

nicht in weitere Assoziationsuntersuchungen einbezogen.

Die anderen 15 Polymorphismen wurden nach der Genotypisierung der Probanden iiberpriift, ob deren
Genotyp- und Allelverteilung in den einzelnen Probandengruppen LBS, KOB und KHK einer
(Hardy-Weinberg-Gleichgewicht) Geschlechts-

Altersabhéngigkeit unterlag. Die Ergebnisse der Genotypisierung sind in der Tabelle 16 zusammengefasst.

Normalverteilung  entsprach und  einer oder
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Tabelle 16:  Genotypisierung der Probandengruppen LBS, KOB und KHK; Ermittlung der Alters- und
Geschlechtsabhingigkeit der untersuchten Polymorphismen; Test auf Normalverteilung
(Hardy-Weinberg-Gleichgewicht).

Polymorphismus/ Genotypisierte Genotyp- Allel- Geschlecht Alter | Hardy-
Nomenklatur, Gen Probanden (n) | Héufigkeit (%) | frequenz m w p P Weinberg
¢.1-863C>A, TNFo LBS CC: 68,1 C: 81,8 CC: 67,7 CC: 69,2 n.s. ns. >0,5
N=91 CA: 275 A: 18,2 CA: 26,2 CA: 30,8
AA: 4.4 AA: 6,2 AA: -
KOB CC: 69,2 C: 83,7 CC: 72,5 CC: 63,2 n.s. n.s. >0,5
N=107 CA: 29,0 A: 16,3 CA: 24,6 CA: 36,8
AA: 1,9 AA: 29 AA: -
KHK CC: 81,6 C: 89,1 CC: 80,6 CC: 84,0 n.s. n.s. >0,5
N=87 CA: 14,9 A: 109 CA: 16,1 CA: 12,0
AA: 34 AA: 32 AA: 4,0
¢.1-857C>T, TNFa. LBS CC:77,2 C:87,5 CC: 81,5 CC: 68,8 <0,05 | ns. >0,9
N=91 CT: 20,6 T: 12,5 CT: 15,9 CT: 29,9
TT: 22 TT: 2,6 TT: 1,3
KOB CC: 79,7 C: 89,0 CC: 81,2 CC: 89,5 n.s. n.s. >0,9
N=107 CT: 18,6 T: 11,0 CT: 17,4 CT: 10,5
TT: 1,7 TT: 1,4 TT: -
KHK CC: 73,6 C: 85,7 CC: 72,6 CC: 76,0 n.s. n.s. >0,9
N=87 CT: 24,1 T: 14,3 CT: 24,2 CT: 24,0
TT:2,3 TT: 3,2 TT: -
¢.1-308G>A, TNFa. LBS GG: 79,8 G: 89,4 GG: 79,7 GG: 80,0 n.s. n.s. >0,9
N=89 GA: 19,1 A: 10,6 GA: 18,8 GA: 20,0
AA: 1,1 AA: 1,6 AA: -
KOB GG: 72,2 G: 85,7 GG: 76,6 GG: 63,2 n.s. n.s. >0,9
N=115 GA: 27,0 A: 143 GA: 234 GA: 34,2
AA: 09 AA: - AA: 2,6
KHK GG: 67,6 G: 80,9 GG: 70,0 GG: 62,5 n.s. n.s. >0,9
N=102 GA: 26,5 A: 19,1 GA: 25,7 GA: 28,1
AA:59 AA: 43 AA: 94
¢.1-238G>A, TNFa LBS GG: 90,5 G: 95,1 GG: 87,4 GG: 96,3 n.s. n.s. >0,9
N=232 GA: 9,1 A:49 GA: 11,9 GA: 3,7
AA: 04 AA: 0,7 AA: -
KOB GG: 88,0 G: 94,0 GG: 88,9 GG: 86,3 n.s. n.s. >0,9
N=122 GA: 12,0 A: 6,0 GA: 11,1 GA: 13,7
AA: - AA: - AA: -
KHK GG: 91,0 G: 95,5 GG: 91,4 GG: 93,3 n.s. n.s. >0,9
N=171 GA: 9,0 A:45 GA: 8,6 GA: 6,7
AA: - AA: - AA: -
IVS3+51A>G, TNFo LBS AA: 829 A: 91,4 AA: 813 AA: 83,2 n.s. n.s. >0,9
N=282 AG: 17,0 G: 8,6 AG: 17,1 AG: 16,8
GG: 1,1 GG: 1,6 GG: -
KOB AA: 79,1 A: 89,2 AA: 78,5 AA: 80,0 n.s. n.s. >0,9
N=134 AG: 20,1 G: 10,8 AG: 21,5 AG: 18,2
GG: 0,7 GG: - GG: 1,8
KHK AA: 83,5 A:91,5 AA: 82,8 AA: 872 n.s. n.s. >0,9
N=243 AG: 16,0 G: 8,5 AG: 16,7 AG: 12,8
GG: 04 GG: 0,5 GG: -
¢.7G>A, TNFB LBS GG: 53,9 G: 73,7 GG: 51,0 GG: 59,4 n.s. n.s. >0,9
N=207 GA: 39,6 A:26,3 GA: 42,0 GA: 34,4
AA: 6,8 AA: 7,0 AA: 63
KOB GG: 453 G: 68,8 GG: 44,1 GG: 46,9 n.s. n.s. >0,9
N=117 GA: 47,0 A: 31,2 GA: 51,5 GA: 40,8
AA: 7,7 AA: 44 AA: 12,2
KHK GG: 46,1 G: 66,4 GG: 46,4 GG: 45,5 n.s. n.s. >0,9
N=292 GA: 40,6 A: 33,6 GA: 40,3 GA: 40,9
AA: 133 AA: 133 AA: 13,6
IVS1+90A>G, TNFB LBS AA: 51,0 A:70,8 AA: 48,5 AA: 56,0 n.s. n.s. >0,9
N=304 AG: 39,5 G:29,2 AG: 41,7 AG: 35,0
GG: 9,5 GG: 9,8 GG: 9,0
KOB AA: 444 A: 67,5 AA: 41,5 AA: 48,1 n.s. n.s. >0,9
N=117 AG: 46,2 G:32,5 AG: 52,3 AG: 38,5
GG: 94 GG: 6,2 GG: 13,5
KHK AA: 46,3 A: 66,9 AA: 46,2 AA: 45,5 n.s. n.s. >0,9
N=294 AG: 41,2 G: 33,1 AG: 414 AG: 40,9
GG: 12,6 GG: 12,4 GG: 13,6
1VS1+206G>C, TNFi} LBS GG: 34,0 G: 583 GG: 37,4 GG: 27,3 n.s. n.s. >0,9
N=259 GC: 48,6 C:41,7 GC: 45,0 GC: 55,7
CC: 174 CC: 17,5 CC: 17,0
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KOB GG: 46,2 G: 62,9 GG: 42,9 GG: 50,0 n.s. n.s. >0,9
N=39 GC: 33,3 C:37,1 GC: 47,6 GC: 16,7
CC: 20,5 CC:9,5 CC:333
KHK GG: 38,2 G: 60,8 GG: 39,6 GG: 30,8 n.s. n.s. >0,9
N=186 GC: 452 C: 39,2 GC: 43,4 GC: 53,8
CC: 16,7 CC: 17,0 CC: 154
1VS1-13_12dupTC, LBS 9/9(TC): 51,4 9(TC): 70,6 | 50,0 54,5 n.s. n.s. >0,9
TNFB N=313 9/10(TC): 38,3 10(TC): 29,4 | 38,2 38,6
10/10(TC): 10,2 11,8 6,9
KOB 9/9(TC): 48 9(TC): 72,0 | 38,5 58,3 n.s. n.s. >0,9
N=25 9/10(TC): 48 10(TC): 28,0 | 61,5 33,3
10/10(TC): 4 - 8,3
KHK 9/9(TC): 50,7 9(TC): 71,4 | 49,1 59,4 n.s. n.s. >0,9
N=203 9/10(TC): 41,4 10(TC): 28,6 | 42,1 37,5
10/10(TC): 7,9 8,8 3,1
C13R, TNFB LBS TT: 52,9 T:72,0 TT: 50,5 TT: 57,3 n.s. n.s. >0,8
N=291 TC: 38,1 C: 28,0 TC: 39,9 TC: 35,0
CC: 8,9 CC: 9,6 CC: 7,8
KOB TT: 42,3 T: 68,0 TT: 42,6 TT: 41,9 n.s. n.s. >0,8
N=111 TC: 51,4 C: 32,0 TC: 52,9 TC: 48,8
CC: 6,3 CC:44 CC:9,3
KHK TT: 51,5 T: 72,1 TT: 50,5 TT: 56,8 n.s. n.s. >0,8
N=231 TC: 41,1 C:27,9 TC: 41,8 TC: 37,8
CC: 7,4 CC: 7,7 CC:54
T60N, TNFB LBS CC: 51,6 C: 69,9 CC: 50,0 CC: 54,3 n.s. n.s. >0,5
N=252 CA: 36,5 A: 30,1 CA: 36,3 CA: 37,0
AA: 11,9 AA: 138 AA: 87
KOB CC: 44,2 C: 67,2 CC: 48,5 CC: 37,8 <0,05 | ns. >0,5
N=113 CA: 46 A:32.8 CA: 47,1 CA:444
AA: 9,7 AA: 44 AA: 17,8
KHK CC: 50,4 C: 67,8 CC: 51,6 CC: 44,4 n.s. n.s. >0,5
N=224 CA: 34,8 A:322 CA: 34,6 CA: 36,1
AA: 14,7 AA: 13,8 AA: 19,4
¢.223C>T, FGF-2 LBS CC: 84,1 C:91,7 CC: 83,0 CC: 87,1 n.s. n.s. >0,9
N=385 CT: 15,2 T:8,3 CT: 15,0 CT: 12,9
TT: 0,2 TT: 2,0 TT: -
KOB CC: 84,3 C:91,8 CC: 86,6 CC: 81,0 n.s. n.s. >0,9
N=118 CT: 15 T:8,2 CT: 12,2 CT: 19,0
TT: 0,7 TT: 1,2 TT: -
KHK CC: 83,2 C:91,1 CC: 81,8 CC:90,9 n.s. n.s. >0,9
N=298 CT: 15,7 T: 8,9 CT: 16,9 CT: 9,1
TT: 1,1 TT: 1,3 TT: -
1VS6-86G>T, HSPG-2 LBS GG: 63,7 G: 78,4 GG: 61,2 GG: 68,9 n.s. n.s. >0,9
N=300 GT: 29,3 T: 21,6 GT: 30,6 GT:26,2
TT: 7,0 TT: 8,2 TT: 4,9
KOB GG: 59,5 G: 77,8 GG: 56,9 GG: 63,0 n.s. n.s. >0,9
N=126 GT: 36,5 T:22,2 GT: 40,3 GT:31,5
TT: 4 TT: 2,8 TT: 5,6
KHK GG: 61,7 G: 80,0 GG: 63,7 GG: 48,6 n.s. n.s. >0,9
N=227 GT: 36,6 T: 20,0 GT: 34,7 GT:48,6
TT: 1,8 TT: 1,6 TT: 2,9
E298D, NOS-3 LBS GG: 42,6 G: 66,2 GG: 41,4 GG: 44,6 n.s. n.s. >0,7
N=155 GT: 47,1 T: 33,8 GT: 48,5 GT: 44,6
TT: 10,3 TT: 10,1 TT: 10,8
KOB GG: 28,1 G: 60,9 GG: 31,2 GG: 24,9 n.s. n.s. >0,7
N=32 GT: 65,7 T: 39,1 GT: 62,5 GT: 68,8
TT: 6,2 TT: 6,3 TT: 6,3
KHK GG: 374 G: 65,4 GG: 36,0 GG: 43,8 n.s. n.s. >0,8
N=83 GT: 56 T: 34,6 GT: 56,0 GT: 56,2
TT: 6,6 TT: 8 TT: -
A222V, MTHFR LBS CC: 40,1 C:63,3 CC:433 CC: 34,5 n.s. n.s. >0,7
N=162 CT: 46,3 T: 36,7 CT: 43,3 CT: 51,7
TT: 13,6 TT: 13,4 TT: 13,8
KOB CC: 39,0 C: 65,2 CC: 44,3 CC: 35,7 n.s. n.s. >0,8
N=135 CT: 52,3 T: 34,8 CT: 39,2 CT: 58,9
TT: 8,7 TT: 16,5 TT: 5,4
KHK CC: 40,7 C: 64,4 CC: 38,9 CC: 38,8 n.s. n.s. >0,7
N=264 CT: 47,4 T: 35,6 CT: 52,4 CT: 53,1
TT: 11,9 TT: 8,7 TT: 8,1

Alle 15 untersuchten Polymorphismen entsprachen in jeder Probandengruppe LBS, KOB und KHK dem
Populationsgleichgewicht (Hardy-Weinberg, > 0,5). Bis auf 2 Ausnahmen (c.1-857C>T-Polymorphismus
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des TNFa-Gens in der LBS-Gruppe und T60N-Polymorphismus des TNFB-Gens in der KOB-Gruppe,
p<0,05) zeigten alle Polymorphismen in den einzelnen Probandengruppen eine vom Geschlecht und Alter
unabhéngige Genotypverteilung (Tab. 16). Da sowohl in den beiden Patienten-Gruppen KHK und KOB als
auch in der Gruppe der LBS der groBere Teil der Probanden ménnlichen Geschlechts war, wurden deshalb

fiir die 2 Polymorphismen c.1-857C>T und T60N nur die Ménner in die Assoziationsstudie herangezogen.

3.2.3. Assoziation der Ergebnisse der Genotypisierung mit den Kklinischen und paraklinischen
Parametern der Probanden

Mittels deskriptiver Statistik wurden die Genotyp- und Allelverteilungen der 5 TNFa-Polymorphismen (c.1-
863C>A, c¢.1-857C>T, c.1-308G>A, ¢.1-238G>A und IVS3+51A>G), der 6 TNFB-Polymorphismen
(IVS1+90A>G, TVS1+206G>C, IVS1-13 12dupTC, CI13R, T60N und c.7G>A) und der 4 bekannten
polymorphen Varianten der weiteren Kandidatengene der Atherosklerose (FGF-2: ¢.223C>T; HSPG-2:
IVS6-86G>T; NOS-3: E298D und MTHFR: A222V) in den Probandengruppen LBS, KOB und KHK
analysiert und verglichen.

Fiir die Ermittlung der Rolle einzelner Polymorphismen in der Atherosklerose wurde sowohl ein dominantes
als auch ein kodominantes und rezessives genetisches Modell getestet und die genetische Risikokonstellation
in den Patientengruppen abhéngig von klassischen Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes mellitus oder
Rauchen bzw. von biochemischen Risikoparametern wie BMI, Lp (a), HDL, LDL, Triglyceride, Cholesterin,
PAI, Plasminogen oder Fibrinogen ermittelt. Bei KHK-Patienten wurden in die Auswertungen zusitzlich
Manifestationsalter (1.MI <= 45 Jahre oder > 45 Jahre bzw. 1.MI <=40 Jahre oder > 40 Jahre), Verlauf der
koronaren Herzkrankheit (Hochrisikopatienten: UL nach 1.MI <= 1Jahr; Langzeitiiberlebende: UL nach 1.
MI > 1Jahr) und Schwere der Gefa3erkrankung (Ein-, Zwei- oder Mehr-GE) einbezogen.

3.2.3.1. TNFa-Gen

Bei der Untersuchung der Genotypverteilungen der 5 TNFa-Polymorphismen (siche Tab. 16) in den
Vergleichgruppen LBS, KOB und KHK konnte fiir die 3 Promotorpolymorphismen c.1-238G>A, c.1-
308G>A und c.1-863C>A bzw. den neu identifizierten I[VS3+51A>G-Polymorphismus eine Assoziation mit

der Atherosklerose festgestellt werden.

3.2.3.1.1. Der GA-Genotyp des c.1-238G>A-Polymorphismus von TNFa erhoht in der KHK-Gruppe
das Risiko eines friihzeitigen Myokardinfarkts (1.MI <= 45 Jahre)

Fiir den c.1-238G>A-Polymorphismus konnten insgesamt nur 5 homozygote mutante AA-Genotyptrager
ermittelt, werden. Wegen der niedrigen Anzahl wurden die AA-Genotyptriger aus der Auswertung
ausgeschlossen.

Es gab zwischen den Gruppen LBS, KOB und KHK keine signifikanten Unterschiede beziiglich des
mutanten Genotyps GA (LBS: 9,5 % vs. KHK: 9 % vs. KOB: 12 %).

Bei Betrachtung der KHK-Patienten nach dem Manifestationsalter des koronaren Ereignisses (1. MI <= 45
Jahre vs. > 45 Jahre) konnte ein signifikanter Unterschied in den GA-Frequenzen nachgewiesen werden. Die
Gruppe der Patienten, die im jiingeren Lebensalter den 1. MI erlitten hatte, wies eine signifikant erhohte
Anzahl an GA-Trigern auf (<= 45 Jahre vs. > 45 Jahre: 16,2 % vs. 49 %; p < 0,012). Die
Genotypverteilungen des c.1-238G>A-Polymorphismus sind in der Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: Genotypverteilung des c.1-238G>A-Polymorphismus (TNFa) in den Probandengruppen LBS,

KHK und KOB bzw. bei den KHK-Patienten beziiglich des Manifestationsalters des 1.MI.

3.2.3.1.2. A-Alleltriger des c¢.1-308G>A-Polymorphismus von TNFo sind préidisponierter eine

koronare Herzkrankheit zu entwickeln

Mittels eines A-dominanten genetischen Modells wurde beim Vergleich der Probandengruppen in der
Patientengruppe mit koronarer Herzkrankheit eine signifikant hdhere Anzahl an mutanten A-Alleltrigern als
bei den gesunden LBS festgestellt (KHK vs. LBS: 32,4 % vs. 20,2 %; p < 0,05; RR: 2; KI: 1,1-3,6). Die
Haufigkeit der A-Alleltrager in der Gruppe der Patienten ohne koronaren Befund lag bei 27,8 % (Abb. 12).

Eine Differenzierung der KHK-Subgruppen nach dem Eintreten des 1.MI bzw. nach der Anzahl der
betroffenen Koronargefie oder der Uberlebenszeit nach einem MI zeigte in allen untersuchten genetischen
Modellen keine auffilligen Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung des c.1-308G>A-

Polymorphismus.
Genotypverteilung des ¢.1-308G>A-Polymorphismus (TNFa)
(A-dominantes Modell)
Yo p<0,05
80 |
70
60
50
40
30
20
10
0
LBS n =89 KOBn=115 KHK n =102
GA+AA (%) 20,2 27,8 324 ’
GG (%) 79.8 72,2 67,6

B GA+AA
L=Ke]e]

Abb. 12: Genotypverteilung des c¢.1-308G>A-Polymorphismus (TNFa) in den Gruppen LBS, KOB und

KHK.
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3.2.3.1.3. Protektive Wirkung des A-Allels des c¢.1-863C>A-Polymorphismus von TNFoa im
atherosklerotischen Geschehen

Die genomischen Untersuchungen zeigten, dass der mutante A-Allel in der Gruppe der Patienten mit
koronarer Herzkrankheit im Vergleich zu den gesunden LBS und Patienten ohne koronaren Befund
signifikant seltener auftrat (KHK: 18,4 %; LBS: 31,9 % und KOB: 30,8 %; KHK vs. KOB p < 0,05) (Abb.
13, links).

C.1-863C>A-Genotypverteilung in Probanden-Gruppen LBS, KOB und KHK
bzw. in den Subgruppen der KHK-Patienten
%
p<0,05
1007 p <0,05 1 p<0,05
90
i
moamn| % !
oce 70
60
50
40 -
30
20
10
0 |
LBS KOB KHK UL <= 1Jahr UL > 1Jahr Ein-GE Zwei-GE Mehr-GE

n=91 n=107 n=87 n=53 n=25 n=22 n=18 n=47

CA+AA (%) 31,9 30,8 18,4 13,2 32 22,7 11,1 13,1

CC (%) 68,1 69,2 81,6 86,8 68 77,3 88,9 86,9

Abb. 13: Genotypverteilung des c¢.1-863C>A-Polymorphismus (TNFa) in den Gruppen LBS, KOB und
KHK bzw. in den KHK-Subgruppen (Differenzierung beziiglich der Uberlebenszeit nach 1.MI und der
Schwere der GefaBerkrankung).

Nach der Einteilung der KHK-Patienten beziiglich der Uberlebenszeit nach 1.MI wurde in der Hochrisiko-
Gruppe (UL nach 1.MI <= 1Jahr) im Vergleich zu Langzeitiiberlebenden (UL nach 1.MI > 1Jahr) eine
signifikant niedrigere Anzahl an mutanten A-Alleltragern festgestellt (13,2 % vs. 32 %; p < 0,05; RR: 3; KI:
1,1-9,8) (Abb. 13, mitte).

Zusétzlich wurde der c.1-863C>A-Polymorphismus bei den KHK-Patienten beziiglich des Schweregrades
der koronaren GefaBerkrankung untersucht. In der Gruppe der Zwei- und Mehr-GE wurde im Vergleich zu
den Patienten mit nur einem betroffenen Koronargefil3 eine signifikante Erniedrigung des mutanten A-Allels
(Verteilung der CA+AA-Genotypen: Ein-GE 22,7 %, Zwei-GE 11,1 % und Mehr-GE 13,1 %) gefunden
(Abb. 13, rechts).

3.2.3.1.4. Zusammenhang des G-Allels des IVS3+51A>G-Polymorphismus von TNFa mit der Schwere
der Gefiflerkrankung bei KHK-Patienten

Bei der Untersuchung des IVS3+51A>G-Polymorphismus konnte mittels eines G-dominanten genetischen
Modells (AG+GG vs. AA) nachgewiesen werden, dass in der Gruppe der Patienten mit zwei und mehreren
betroffenen KoronargefiBlen im Vergleich zu Patienten mit nur einem betroffenen Koronargefill eine
signifikant hohere Anzahl an mutanten G-Alleltrdgern vorlag (19,2 % bei Zwei- und Mehr-GE vs. 5,7 % bei
Ein-GE; p < 0,02). Das bedeutete fiir die G-Alleltriger ein 4fach erhohtes relatives Risiko, eine
schwerwiegendere Form der KHK mit zwei oder mehreren atherosklerotisierten Koronargefillen zu
entwickeln (RR: 4,1; KI: 1,07-15,6).
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In Abbildung 14 sind die Allelverteilungen des IVS3+51A>G-Polymorphismus in den KHK-Patienten
beziiglich der Anzahl der betroffenen Koronargefifie dargestellt.

IVS3+51A>G-Polymorphismus im TNFo-Gen
(G-dominantes Modell)

% p<0.03
100 5 [ |
90 ]
80
70 1
BAG + GG 60
EAA 50 4
40 A
30 1
20 1
10 1
O .
1-GE 2- und Mehr-GE
n=>53 n=182
AG + GG (%) 5,7 19,2
AA (%) 943 80,8

Abb. 14: Assoziation der Genotypverteilung des IVS3+51A>G-Polymorphismus (TNFa) mit der Schwere
der koronaren Herzkrankheit bei den KHK-Patienten.

3.2.3.1.5. ,,cluster“-Analysen von TNFa-Polymorphismen fiir die Ermittlung der Risikokonstellation
von KHK-Patienten

Mittels sog. ,.cluster“-Analysen ist es moglich die Zusammenwirkung mehrerer genetischer Faktoren,
Polymorphismen, bei der Risikokonstellation der Patienten zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit
wurden 3 bekannte polymorphe Varianten der Promotorregion des TNFa-Gens (c.1-863C>A, ¢.1-308G>A
und c.1-238G>A) in die ,,cluster“-Analyse einbezogen.

Die ,cluster“-Analyse wurde an insgesamt 443 Probanden durchgefiihrt. 160 der Probanden waren
Langzeitblutspender (108 Minner und 52 Frauen; Durchschnittsalter: 41,8 Jahre), 141 KHK-Patienten (121
Minner und 20 Frauen; Durchschnittsalter 50,3 Jahre) und 142 KOB-Patienten (84 Méanner und 58 Frauen;
Durchschnittsalter: 50,7 Jahre).

Die Genotypen wurden als —863/-308/-238 ,cluster” untersucht. Von 27 theoretisch moglichen ,,cluster-
Varianten wurden tatsdchlich nur 8 vorgefunden. Die hdufigsten 4 Varianten (86,0 %) waren der Wildtyp
CC/GG/GG (44,2 %) und die 3 heterozygoten Mutanten, erstens an der Position —863 CA/GG/GG (18,9 %),
zweitens an der Position —308 CC/GA/GG (17,8 %) und drittens an der Position —238 CC/GG/GA (5,1 %).
Die restlichen Varianten hatten jeweils eine durchschnittliche Héaufigkeit von 1 % (Abb. 15a). Beim
Vergleich der Haufigkeiten der ,,cluster“-Varianten innerhalb der drei Gruppen LBS, KHK und KOB konnte
eine dhnliche Verteilung der ,,cluster* beobachtet werden (Abb. 15a).

Bei der Differenzierung der KHK-Patienten nach dem Manifestationsalter der koronaren Herzkrankheit
konnte allerdings festgestellt werden, dass die Anzahl des ,.clusters“ mit heterozygotem c.1-238G>A-
Polymorphismus (CC/GG/GA) in der Gruppe der juvenilen KHK-Patienten (Alter beim 1.MI <= 45 Jahre)
im Unterschied zu KHK-Patienten, die spiter als 45 Jahre ihren ersten MI hatten, um das 2,9-fache erhoht
war (4,4 % vs. 1,5 %; n.s.) (Abb. 15b). Im Gegensatz dazu unterschieden sich die Haufigkeiten der iibrigen

»cluster“-Varianten (1,3,4,5,6 und 7) zwischen diesen zwei KHK-Subgruppen deutlich weniger.
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.cluster*-Bildung aus drei TNFe-Polymorphismen: -863/-308/ -238
% %

507 oLBsS 30, W 1Ml <=45.

H 1.Mmi>45J

25+

20

154

107

863 863 | cc | ce | cc|cc | ca|cea | aa
2308 308 | GG | Ge : GA | GG
238 238 | GG | Ga GG | GG
Verh. 1716 2,91 122 131 117 21/ 2.1

a) b)

Abb. 15: a) ,cluster-Analyse: TNFa-Polymorphismen —863/-308/-238 in der Gruppe der LBS, der KHK-
und der KOB-Patienten; b) ,,cluster”-Analyse -863/-308/-238 innerhalb der Gruppe der KHK-Patienten nach
der Differenzierung in juvenile Patienten (1. MI<= 45 Jahre) und im héheren Lebensalter erkrankte Patienten
(1. MI > 45 Jahre); Verh.: Verhiltnis (1.MI: <=45J./>45].).

Weiterhin wurden bei den KHK-Patienten ,,cluster” berechnet, die aus zwei Polymorphismen bestanden (-
863/-238, -308/-238 und -863/-308) und deren Verteilung beziiglich des Manifestationsalters der KHK
untersucht. Fiir die Kombination -863/-238 konnten 4 verschiedene ,.cluster-Varianten nachgewiesen
werden (Abb. 21a). Bei den anderen zwei ,cluster-Typen —308/-238 und —863/-308 wurden 5 und 6
verschiedene Varianten identifiziert (Abb. 21b und c). Der Genotyp CC/GA (-863/-238 -, cluster) war
aufgrund der hohen Anzahl der GA-Mutationstrager des c¢.1-238G>A-Polymorphismus in der Gruppe der
juvenilen KHK-Patienten im Vergleich zu den Patienten, die im hoheren Lebensalter ihren 1. MI erlitten
hatten, signifikant erhoht (17,5 % vs. 2,4 %; p <0,02) (Abb. 16a).

Bei der Untersuchung der Verteilung des ,.clusters” -308/-238 konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den KHK-Subgruppen nachgewiesen werden, allerdings blieb die Tendenz erhalten, dass die
Trager des heterozygoten GA-Genotyps im c¢.1-238G>A-Polymorphismus (GG/GA und GA/GA) in der
Gruppe der juvenilen Patienten hdufiger waren als in der Gruppe der Patienten, die nach ihrem 45.
Lebensjahr ihren 1. MI erlitten hatten (,,cluster* GG/GA: 10,2 % vs. 4,3 %, n.s.; ,,cluster GA/GA: 3,4 % vs.
1,1 %, n.s.) (Abb. 16b).

Die Kombination der Polymorphismen c¢.1-863C>A und c.1-308G>A zeigte beim Vergleich der KHK-
Subgruppen keine Auffilligkeiten (p > 0,05, n.s.) (Abb. 16c).
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Abb. 16: Vergleich der KHK-Patienten beziiglich des Alters beim 1. MI unter Beriicksichtigung

verschiedener ,,cluster-Varianten: a) -863/-238; b) -308/-238 und c) -863/-308; Verh.: Verhiltnis (1.MI:
<=45]./>45].).

Eine singuldre Auswertung der 3 Polymorphismen ¢.1-863C>A, ¢.1-308G>A und c.1-238G>A beziiglich des
Erkrankungsalters ergab nur beim c¢.1-238G>A-Polymorphismus einen Zusammenhang der
Genotypverteilung mit dem Manifestationsalter des Myokardinfarkts: die juvenilen MI-Patienten hatten eine
signifikant erh6hte Anzahl an heterozygoten GA-Mutationstragern (siche Kapitel 3.2.3.1.1., Abb. 11).

3.2.3.2. TNFB-Gen

Beim Vergleich der Probandengruppen nach genetischen Daten konnte fiir 4 polymorphe Varianten des
TNFB-Gens (c.7G>A, T60N, IVS1-13 12dupTC wund C13R) ein Zusammenhang mit dem
atherosklerotischen Geschehen festgestellt werden. Die 2 anderen Polymorphismen IVS1+90A>G und
IVS1+206G>C des TNFB-Gens zeigten in allen untersuchten Gruppen gleiche Genotypverteilungen und
konnten nicht mit den Krankheitsmerkmalen der Atherosklerose assoziiert werden.

3.2.3.2.1. Der AA-Genotyp des c.7G>A-Polymorphismus von TNFB ist mit schlechteren Lipidwerten
bzw. mit dem Vorkommen einer koronaren Herzkrankheit assoziiert

Bei der Untersuchung des neu beschriebenen ¢.7G>A-Polymorphismus in der 5°-UTR des TNFB-Gens
konnte mittels A-rezessivem genetischen Modell festgestellt werden, dass die koronar betroffenen Patienten
(KHK-Gruppe) im Vergleich zu den gesunden Langzeitblutspendern (LBS) und den Patienten ohne
Koronarstenose (KOB) signifikant hdufiger den homozygoten mutanten AA-Typ aufwiesen (13,4 % vs. 6,8
% bei LBS und 7,7 % bei KOB; p < 0,02). Daraus ergab sich fiir die AA-Trdger im Vergleich zu den
Probanden mit (GG+GA)-Genotyp ein 2fach erhohtes Risiko eine koronare Herzkrankheit zu entwickeln
(RR: 2,1; KI: 1,12-4,03) (Abb. 17). Bei Betrachtung der biochemischen Werte der Patienten konnte fiir AA-
Trager im Vergleich zu GG- + GA-Trigern eine pathologische Erhdhung einiger Lipidwerte, wie totales
Cholesterin (6,1 mmol/l bei AA-Genotyp vs. 5,6 mmol/l bei (GG + GA)-Genotyp; p < 0,02) und LDL (3,8
mmol/l bei AA-Genotyp vs. 3,4 mmol/l bei (GG + GA)-Genotyp; p < 0,04) nachgewiesen werden.
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/o AA-rezessives Modell (p <0,02; RR 2,1; KI: 1,12-4,03)
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GG+ GA (%) 93,2 92,3 86,6

Abb. 17: Verteilung der AA-Genotyptrager in untersuchten Probandengruppen LBS, KOB und KHK (AA-

rezessives Modell; RR: relatives Risiko; KI: Konfidenz Interval).

Die Unterteilung der KHK-Patienten nach dem Alter beim 1.MI, dem Schweregrad der GefaBerkrankung
bzw. der Uberlebensdauer nach 1.MI zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen
beziiglich der Genotypverteilung des c.7G>A-Polymorphismus.

3.2.3.2.2. Der AA-Genotyp des T60N-Polymorphismus von TNFA ist bei ménnlichen Probanden mit
erhohten Fibrinogenwerten bzw. mit dem Vorkommen einer koronaren Herzkrankheit assoziiert

Die Genotyp- und Allelverteilung des TO60N-Polymorphismus zeigte beim Vergleich der 3
Probandengruppen LBS, KOB und KHK keine signifikanten Unterschiede beziiglich aller drei untersuchten
genetischen Modelle (A-dominant, -kodominant und -rezessiv). Bei den KOB-Patienten wurde jedoch eine
geschlechtsabhingige Verteilung des homozygoten mutanten AA-Genotyps festgestellt (17,8 % bei KOB-
Frauen vs. 4,4 % bei KOB-Ménnern; p < 0,02).

Bei der Untersuchung ménnlicher Probanden konnten mit Hilfe des A-rezessiven genetischen Modells (AA
vs. CC+CA) signifikant hiufiger homozygote mutante AA-Triager bei den koronar betroffenen KHK-
Patienten im Vergleich zu den koronar glatten KOB-Patienten nachgewiesen werden (13,8 % vs. 4,4 %; p <
0,05). Der Vergleich der klinischen und biochemischen Parameter der AA- und CC + CA-Genotyptrager
zeigte eine Assoziation des AA-Genotyps mit signifikant hdheren Fibrinogenwerten (3,9 g/l vs. 3,4 g/l; p <
0,05). Andere biochemische Parameter zeigten keine auffalligen Unterschiede.

Die Analyse der gesunden Langzeitblutspender ergab, dass homozygote AA-Mutationstriger in dieser
Gruppe genauso héufig vorkamen wie in der Gruppe der KHK (13,8 %). Verglichen mit der Gruppe der
KOB-Patienten ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied (p < 0,05).

In Abbildung 18 sind die Héufigkeiten der AA-Trager in den Gruppen der LBS, KHK und KOB vor und

nach der geschlechtlichen Differenzierung dargestellt.
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Abb. 18: Genotypverteilung des T60N-Polymorphismus (TNFB) in den Gruppen LBS, KHK und KOB vor

und nach der geschlechtlichen Differenzierung (A-rezessives Modell).

Der TO60N-Polymorphismus zeigte innerhalb der KHK-Gruppe mit akutem Myokardinfarkt keine
Assoziation zum Manifestationsalter der KHK, Schweregrad der GefiBerkrankung oder zur Uberlebensdauer

nach einem MI.

3.2.3.2.3. Rolle der IVS1-13_12dupTC-
Risikokonstellation juveniler Myokardinfarkt-Patienten

Fiir 2 Polymorphismen des TNFB-Gens (IVS1-13_12dupTC und C13R) konnte ein Zusammenhang mit der
Frithmanifestation der koronaren Herzkrankheit (1.MI <= 40 Jahre) festgestellt werden.

und CI13R-Polymorphismen im TNFB-Gen bei der

Bei der Auswertung des Mikrosatelliten-Polymorphismus IVS1-13 12dupTC mittels eines 10-rezessiven
genetischen Modells (10/10- vs. (9/9+9/10)-Genotyptréger) konnte fiir die juvenilen KHK-Patienten (1.MI
<=40 Jahre) im Unterschied zu spéter erkrankten Patienten eine signifikante Erhohung des Auftretens der
homozygoten Mutationstriger nachgewiesen werden (18,5 % vs. 6,3 %; p < 0,03). Daraus ergab sich fiir die
10/10-Genotyptrager ein 3,4-fach erhohtes relatives Risiko, vor dem 41. Lebensjahr einen Myokardinfarkt zu
erleiden (RR: 3,4; KI: 1,07-10,91) (Abb. 19a). Die gleiche Tendenz war fiir die 10/10-Tréger bereits bei
Festlegung der 1.MI-Altersgrenze auf 45 Jahre zu sehen (1.MI <= 45 Jahre vs. > 45 Jahre: 10 % vs. 6,8 %;
n.s.).

Die Analyse des C13R-Polymorphismus im TNFB-Gen zeigte ebenfalls bei den KHK-Patienten, die ihren
ersten MI vor dem 41. Lebensjahr erlitten haben, signifikant mehr homozygote Mutationstriger (CC) im
Unterschied zu spéter erkrankten Patienten (14,7 % vs. 5,0 %; p < 0,05). Fiir die CC-Tréger ergab sich ein
2,9fach erhohtes relatives Risiko im fritheren Lebensalter einen MI zu erleiden (RR: 2,9; KI: 1,1-9,2) (Abb.
19b). Die gleiche Tendenz war fiir die CC-Tréger bereits bei Festlegung der 1.MI-Altersgrenze auf 45 Jahre
zu sehen (1.MI <= 45 Jahre vs. > 45 Jahre: 9,9 % vs. 5,3 %; n.s.).
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Abb. 19: Darstellung der Genotypverteilungen des IVS1-13 12dupTC und des C13R-Polymorphismus im
TNFB-Gen beziiglich des Manifestationsalters der koronaren Herzkrankheit.

3.2.3.3. FGF-2-Gen

3.2.3.3.1. Rolle des ¢.223C>T-Polymorphismus im FGF-2-Gen bei der Risikokonstellation der
koronaren Atherosklerose

Mit Hilfe eines kodominanten genetischen Modells wurde eine gleichméBige Verteilung der Genotypen in
allen drei Probandengruppen LBS, KOB und KHK festgestellt. Am héufigsten kamen die homozygoten CC-
Wildtyptriager vor (83,9 %), die zweithdufigsten waren die heterozygoten CT-Trédger (15,3 %) und die
seltensten waren die homozygoten TT-Mutationstrager (0,8 %) (Abb. 20). Es konnte keine Assoziation des
¢.223C>T-Polymorphismus sowohl mit klinischen (Raucherstatus, Diabetes mellitus, Hypertension) als auch
mit biochemischen Parametern (BMI, Lp (a), TCHOL, HDL, LDL und Triglyceride) der Probanden

nachgewiesen werden.

% C.223C>T-Genotypverteilung
90 7
801 [ ] ] —
70
60 -
50 -|
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0
Gesamt LBS KHK KOB
n=_801 n =385 n =298 n=118
L CC (%) 83,9 84,1 83,2 84,3
BCT (%) 15,3 15,2 15,7 15
BT (%) 0,8 0,2 1,1 0,7

Abb. 20: Genotypverteilung des ¢.223C>T-Polymorphismus des FGF-2-Gens in den Gruppen LBS, KHK
und KOB.

48



3. Ergebnisse

3.2.3.4. HSPG-2-Gen

3.2.3.4.1. Protektive Wirkung des TT-Genotyps des IVS6-86G>T-Polymorphismus von HSPG-2 im
Lipidstoffwechsel bzw. bei der Risikokonstellation der Atherosklerose

Zur Beurteilung der Rolle des IVS6-86G>T-Polymorphismus im HSPG-2-Gen bei der Risikokonstellation
atherosklerotischer Erkrankungen wurden insgesamt 300 gesunde Blutspender, 126 KOB-Patienten und 227
KHK-Patienten analysiert. Mittels Assoziationsstudien der 1VS6-86G>T-Genotypen mit biochemischen
Risikofaktoren der Atherosklerose (BMI, Lp (a), HDL, LDL, Triglyceride, Cholesterin, PAI, Plasminogen
und Fibrinogen) konnten bis auf Lp (a) keine Abhéngigkeiten nachgewiesen werden. Innerhalb der KOB-
Gruppe hatten die TT-Trager im Vergleich zu den G-Alleltrdgern signifikant niedrigere Lp (a)-Werte
(p<0,05). Bei den KHK-Patienten blieb diese Tendenz erhalten, jedoch waren die Unterschiede nicht
signifikant (p>0,05).

Mittels eines kodominanten genetischen Modells wurde festgestellt, dass die LBS-Gruppe im Gegensatz zu
den beiden Patientengruppen KOB und KHK signifikant mehr homozygote TT-Mutationstriger aufwies
(KHK: 2 %; KOB: 4 %; LBS: 7 %; p<0,032) (Abb. 21). Anhand des T-rezessiven genetischen Modells
konnte fiir die TT-Genotyptriger ein 4,2fach niedrigeres Risiko berechnet werden, einen gestdrten
Lipidstoffwechsel bzw. eine koronare Herzkrankheit zu entwickeln (p< 0,006; 95 % Konfidenzinterval:
1,42-12,4).

% Kodominantes Modell (p < 0,032)
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KHK, n =227

TT (%)

7
29,3

1,8
36,6

GT (%) 36,5
GG (%) 63,7 59,5 61,7

Abb. 21: Genotypverteilung des [VS6-86G>T-Polymorphismus in Probandengruppen LBS, KOB und KHK
(kodominantes Modell).

Bei der weiteren Auswertung der Daten von KHK-Patienten konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Genotypverteilung beziiglich des Alters der klinischen Manifestation (1. MI: <= 45 Jahre vs. > 45 Jahre)
zwischen den beiden Subgruppen nachgewiesen werden (p > 0,8). Eine Einteilung der KHK-Patienten in
Langzeitiiberlebende (UL > 1Jahr) und Hochrisikogruppe (UL <= 1Jahr) zeigte ebenfalls keine signifikanten
Verschiebungen (p>0,8). Die Genotypverteilung war aulerdem unabhéngig vom Schweregrad der koronaren
Herzkrankheit (Ein- oder ZweigefaBerkrankung vs. MehrgefaBerkrankung, p > 0,1).
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3.2.3.5. NOS-3-Gen

3.2.3.5.1. Rolle des E298D-Polymorphismus im NOS-3-Gen bei der Risikokonstellation der
Atherosklerose

Die Genotypverteilung des E298D-Polymorphismus des NOS-3-Gens wurde an 155 gesunden
Langzeitblutspendern, 83 Patienten mit angiographisch nachgewiesener Herzkrankheit und 32 Patienten mit
unauffilligen Koronarien mittels der drei genetischen Modelle untersucht. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung des E298D-Polymorphismus zwischen den drei
untersuchten Probandengruppen festgestellt werden. Beim Vergleich der mutanten TT-Tréger fiel auf, dass
die gesunden Langzeitblutspender am héaufigsten diesen Genotyp aufwiesen (KOB: 6,2 %; KHK: 6,6 % und
LBS: 10,3 %; n.s.).

AuBlerdem war keine Abhéngigkeit des E298D-Polymorphismus von klinischen und biochemischen
Risikofaktoren der Atherosklerose zu verzeichnen. Einzige AuBnahme waren die Fibrinogenwerte bei KHK-
Patienten: Die homozygoten GG- und TT-Triger hatten im Vergleich zu den heterozygoten GT-Trigern
signifikant niedrigere Werte des Gerinnungsfaktors Fibrinogen (3,2 g/l vs. 2,9 und 2,8 g/1; p< 0,04).

Die KHK-Patienten wurden nach dem Alter beim 1.MI (<= 45 Jahre und > 45 Jahre), nach der
Uberlebenszeit nach einem MI (HR: <= 1 Jahr, LZ: > 1 Jahr) und nach dem Schweregrad des koronaren
Ereignisses (Ein-, Zwei- und Mehr-GE) differenziert analysiert. Unter den gebildeten Subgruppen konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Genotyp- bzw. Allelverteilung des E298D-Polymorphismus
nachgewiesen werden. Beim Vergleich der homozygoten mutanten TT-Typen fiel auf, dass die Patienten mit
Ein-GE eine mit gesunden Blutspendern vergleichbare Verteilung dieses Genotyps aufwiesen (11,3 %). In
anderen KHK-Subgruppen kam der TT-Typ echer seltener vor. Am wenigsten besalen Patienten mit
mehreren erkrankten Koronargefilen (2,8 %, n = 36) diesen Genotyp. Beim Vergleich der Allel-
Verteilungen wurde festgestellt, dass das mutante T-Allel in der Gruppe der Langzeitiiberlebenden am
hiufigsten vertreten war (43,9 %). In Tabelle 17 sind alle untersuchten KHK-Subgruppen mit den jeweiligen
Genotyp- bzw. Allel-Verteilungen zusammengefasst.

Tabelle 17:  Die Genotyp- und Allelverteilung des E298D-Polymorphismus (NOS-3) in den KHK-

Subgruppen.
KHK-Patienten
E298D gesamt Manifestationsalter Uberleben nach MI Schweregrad der KHK
<=451]. >45]. p HR Lz p 1-GE 2-GE Mehr-GE p
n=_83 n=34 n=49 n=49 n=234 n=27 n=19 n=236

Genotyp
GG (%) 37,3 41,2 34,7 n.s. 44,9 26,5 n.s. 40,7 31,6 38,9 n.s.
GT (%) 56,7 52,9 59,2 n.s. 49 67,6 n.s. 48,1 63,2 58,3 n.s.
TT (%) 6 5.9 6,1 ns. 6,1 5,9 ns. 11,1 5.3 2,8 ns.

Allel

G (%) 60 61,5 61,7 n.s. 63 56,1 n.s. 60,4 58,1 61,4 n.s.

T (%) 40 38,5 38,3 n.s. 37 43,9 n.s. 39,6 41,9 38,6 n.s.
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3.2.3.6. MTHFR-Gen

3.2.3.6.1. Rolle des A222V-Polymorphismus im MTHFR-Gen bei der Risikokonstellation der
Atherosklerose

Zur weiteren Beurteilung des individuellen Risikos wurde die Genotypverteilung des A222V-
Polymorphismus im MTHFR-Gen in der Gruppe der Langzeitblutspender (n = 162) und in den beiden
Patienten-Gruppen KOB (n = 162) und KHK (n = 264) untersucht. In der KOB-Gruppe konnte fiir den
homozygoten mutanten TT-Genotyp eine Geschlechtsabhidngigkeit nachgewiesen werden. Die weiblichen
KOB-Probanden (n = 56) hatten dreimal seltener den TT-Genotyp als die Ménner der gleichen Gruppe (5,4
% vs. 16,5 %; p < 0,05; KI: 0,078-1,061). Weiterhin wurde ermittelt, dass dieser Polymorphismus zu keinem
der untersuchten klinischen Risikofaktoren der Atherosklerose wie Rauchen, Hypertonie bzw. Diabetes
mellitus und zu keinem der biochemischen Risikoparametern des Lipidstoffwechsels und der Fibrinolyse in
Assoziation stand.

Beim Vergleich der Genotypverteilung in verschiedenen Probandengruppen konnten in keinem der
untersuchten Modelle signifikante Unterschiede zwischen den gesunden Blutspendern und Patienten
nachgewiesen werden. Alle drei Probandengruppen zeigten vergleichbare Genotyp- und Allelhdufigkeiten
(n.s.).

Bei Betrachtung der Geschlechter konnte mittels T-rezessivem genetischen Modells festgestellt werden, dass
bei ménnlichen KHK-Patienten homozygote TT-Mutationstriger signifikant seltenerauftraten als bei
minnlichen KOB-Patienten (8,8 % vs. 16,5 %; p<0,05). Die méannlichen Langzeitblutspender hatten zu 13,5
% den homozygoten mutanten TT-Genotyp (Abb. 22). Die weiblichen Probanden zeigten zwischen den

untersuchten Gruppen in der Verteilung der TT-Tréger keine signifikanten Unterschiede.

T-rezessives Modell (p < 0,05)

KOB, n=79

LBS, n =104

KHK, n = 264

TT (%)
CT+CC (%)

16,5
83.5

13.5
86,5

8,7
91,3

Abb. 22: Vergleich der Haufigkeiten der TT-Genotyptriger des A222V-Polymorphismus im MTHFR-Gen
bei ménnlichen Probanden in den Gruppen LBS, KOB und KHK.

Die KHK-Patienten wurden auch hier beziiglich des Manifestationsalters der koronaren Herzkrankheit, der
Uberlebenschance nach dem 1.MI und der Anzahl der betroffenen Hauptkoronarien analysiert. Sowohl beim
kodominanten als auch beim T-dominanten und T-rezessiven genetischen Modell konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen der KHK-Patienten nachgewiesen werden (p > 0,05).
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3.2.4. Ermittlung der Abhingigkeit genetischer und klinischer Risikofaktoren

Mittels bindrer logistischer Regressionsanalyse (odds ratio) wurden die Polymorphismen der Gene TNFa
(c.1-863C>A, ¢.1-308G>A, ¢.1-238G>A und IVS3+51A>G), TNFB (c.7G>A, T60N, CI13R, IVSI-
13 12dupTC), FGF-2 (¢.223C>T), HSPG-2 (IVS6-86G>T), NOS-3 (E298D) und MTHFR (A222V) einzeln
auf ihre Abhingigkeit von den etablierten Risikofaktoren der Atherosklerose (Raucherstatus, Hypertonie und

Diabetes mellitus) untersucht.

3.3. Expressionsuntersuchungen zum TNFa- und FGF-2-Gen

3.3.1. Einfluss der zirkadianen Rhythmik auf TNFa-mRNA-Expression

Zur Untersuchung des Einflusses der zirkadianen Rhythmik auf die TNFo-mRNA-Expression wurden 11
Probanden (6 Manner und 5 Frauen) aus verschiedenen Altersklassen in die Studie einbezogen. Die erste
Blutabnahme mit nachfolgender mRNA-Messung fand um 8 Uhr statt. Der dabei ermittelte
Durchschnittswert lag bei Ménnern und Frauen insgesamt bei 9,2 ag/Zelle. Die weiteren Blutentnahmen zur

zirkadianen Studie fanden jeweils um 12 und um 16 Uhr statt.

TNFa-mRNA-Expression .
in ag/Zelle Frauen Minner
140 ~ 8 Uhr
120 E12 Uhr
100 - W16 Uhr
80 T
60 T
40
20
0 B T T
Alter (Jahre) 28 45 51 57 60 27 27 40 41 55 601
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9, 10. 11.
8 Uhr 2.8 15.4 13.4 6.2 243 4.1 6.9 6.3 10 3.8 7.9
12 Uhr 44.9 1149 623 117.5  33.0 45,1 22,0 8.9 25.8 428 428
16 Uhr 69.5 46.7 65.6 74.6 5.6 46,9 449  65.7 21.1 834 271
Mittel 39,1 589 47.1 66.1 21 32 245 269 189 433 259

Abb. 23: Zirkadiane Schwankung der TNFo-mRNA-Expression bei 11 Kontrollprobanden (1. bis 5.:

weibliche Probanden; 6. bis 11.: minnliche Probanden).

Es konnte festgestellt werden, dass Méanner und Frauen ein gleiches Muster der TNFa-mRNA-Expression
aufwiesen. Bis auf eine Ausnahme (Proband 5) war bei allen Probanden eine niedrige Expression am frithen
Morgen und ein erheblicher Anstieg im Laufe des Tages zu verzeichnen. Wéhrend bei den Probanden 1, 3, 6,
7, 8, und 10 die Expressionswerte um 16 Uhr die h6chsten waren, konnte bei den Probanden 2, 4, 5,9 und 11
schon um 16 Uhr eine Abnahme der mRNA-Expression nachgewiesen werden (Abb. 23).

Innerhalb der zirkadianen Studie konnten keine deutlichen altersabhéngigen Unterschiede in der TNFa-
mRNA-Expression nachgewiesen werden. In allen untersuchten Altersklassen wurden sowohl Probanden mit

hoherer als auch mit niedriger Expression beobachtet.
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Die weiblichen Probanden exprimierten morgens (8 Uhr) durchschnittlich 12,4 ag/Zelle und die ménnlichen
6,5 ag/Zelle TNFa-mRNA, wobei bei den Frauen eine groflere Schwankungsbreite zu verzeichnen war (von
2,8 bis 24,3 ag/Zelle, Abb. 23). Im Laufe des Tages erreichten die weiblichen Probanden hohere TNFa.-
mRNA-Werte (bis zu 117,5 ag/Zelle) als die méannlichen (bis zu 83,4 ag/Zelle).

3.3.2. TNFo- und FGF-2-mRNA-Bestimmung in Gruppen LBS, KOB und KHK; Geschlechts- und
Altersabhiingigkeit

Um zirkadiane Schwankungen der TNFa-mRNA-Expression auszuschlieBen wurden bei den Probanden alle
weiteren Expressionsmessungen an der um 8 Uhr gewonnenen Blutprobe durchgefiihrt. Die TNFa-mRNA-
Expression wurde insgesamt bei 288 (94 LBS, 99 KOB und 95 KHK) und die FGF-2-mRNA-Expression bei
237 Probanden (41 LBS, 98 KOB und 98 KHK) gemessen. Sowohl fiir die TNFa- als auch fiir die FGF-2-
mRNA-Expression konnte keine Geschlechtsabhingigkeit nachgewiesen werden (LBS, KOB, KHK: Ménner
vs. Frauen, n.s.).

Bei den LBS lag der durchschnittliche TNFa-mRNA-Wert bei 9,3 ag/Zelle, was vergleichbar mit dem 8
Uhr-Durchschnittswert in der zirkadianen Studie (9,2 ag/Zelle) war. Bei den KOB- und KHK-Patienten lag
die TNFo-mRNA-Expressionsrate signifikant niedriger als bei den LBS (LBS vs. KOB; LBS vs. KHK; p <
0,001). Dieses Verhéltnis blieb auch bei getrennter Betrachtung der Ménner und Frauen erhalten: Die KOB-
und KHK-Minner bzw. —Frauen hatten signifikant niedrigere TNFa-mRNA- Expression als die Ménner
bzw. Frauen der LBS-Gruppe.

Die hochste FGF-2-mRNA-Expressionsrate hatten die KHK-Patienten mit durchschnittlich 13,1 ag/Zelle.
Die KOB-Patienten zeigten mit durchschnittlich 8,1 ag/Zelle die niedrigste FGF-2-mRNA-Expression (KHK
vs. KOB; p < 0,001). Bei den LBS lagen die FGF-mRNA-Expressionswerte dazwischen (11,9 ag/Zelle). Bei
getrennter Auswertung der ménnlichen und weiblichen Probanden blieb dieses Verhiltnis bestehen, bei
Frauen besal3 es jedoch keinen Signifikanzcharakter.

In der folgenden Tabelle 18 sind die ermittelten mRNA-Expressionswerte zusammengefalit.

Tabelle 18:  Darstellung der TNFa- und FGF-2-mRNA-Expressionswerte (ag/Zelle);

n: Anzahl; m: ménnlich; w: weiblich.

Gen mRNA- Geschlecht
(m+w)-Anzahl Gesamt m w p
(ag/Zelle) (m vs. w)
TNFo:
Alle (208+80) 74463 7,5+6,6 7.1+4,7 n.s.
LBS (69+25) 93+6,7 9,1+6,7 9,7+6,8 n.s.
KHK (84+11) 6,9 £62 7,1 £6,6 5,8+2.0 ns.
KOB (55+44) 6,2+6,0 6,4+ 6,4 58+5,4 n.s.
p (LBS vs. KOB vs. KHK) <0,001 <0,003 <0,03
Alle (179+58) 11,0+ 10,6 10,7+ 10,2 11,7+ 11,4 n.s.
KHK (87+14) 13,1 £12,3 13+£11,2 14,2+ 18,2 ns.
LBS (31+10) 11,9+11,1 11,9+ 12,4 11,759 n.s.
KOB (61+37) 8,183 73469 9.4+102 ns.
p (LBS vs. KOB vs. KHK) < 0,001 < 0,001 n.s.
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Weiterhin wurden die TNFa- und FGF-2-mRNA-Expressionen in Abhéngigkeit vom Alter der Probanden
untersucht. Dazu wurden die Probanden in 5 Altersklassen (1: bis 30 J., 2: 30-39 J., 3: 40-49 J., 4: 50-59 J.
und 5: 60-69 J.) unterteilt und die Mittelwerte der TNFa- und FGF-2-mRNA-Expression berechnet. In allen

untersuchten Probandengruppen wurde sowohl fiir die TNFa- als auch fiir FGF-2-mRNA-Expression keine

signifikante Altersabhéngigkeit beobachtet. Allerdings wurde in den LBS- und KOB-Gruppen eine Zunahme

der TNFa-mRNA-Expressionswerte festgestellt, die aber keinen Signifikanzcharakter aufwies (Tab. 19).

Tabelle 19:

Darstellung der mRNA-Expressionswerte der TNFa- und FGF-2-mRNA (ag/Zelle) in
verschiedenen Altersklassen (bis 30J., 30-39]., 40-49]., 50-59J. und 60-69)J.).

Gen Altersklassen
bis 30J. 30-40J. 41-50J. 51-60J. 61-70J. p
INFa.:
Alle (n=288) 73433 6,6+42 79+73 73 46,7 8,8+78 n.s.
LBS (n=94) 7,5+3,4 72443 10,7 + 8,8 12,3 6,8 11,3£9,9 n.s. (0,065)
KOB (n=99) 4,1 45+2.6 38+1,9 7,0+ 6,6 9,4+9,2 n.s. (0,068)
KHK (n=95) 7.9 73452 84+73 59+6,3 72452 n.s.
Alle (n=237) 10,9+7,2 12,6 £ 14,3 10,0 £9,0 11,4+12,7 10,6 +7,3 n.s.
LBS (n=41) 7.9+4.4 13,9+13,9 11,3+104 9,7+4,5 19,7 +21,6 n.s.
KOB (n=98) 13,6 £3,1 7,9+92 6,7%59 9,4+10,7 6,9+42 n.s.
KHK (n=98) 27,1 16,5+ 18,5 11,1 £7,8 13,7+ 14,7 13,0+ 6,2 n.s.

Bei den LBS-Probanden wurde weiterhin die TNFa- und FGF-2-mRNA-Expression in den Altersklassen
nach einer geschlechtlichen Trennung untersucht (Abb. 24).

Assoziation der mRNA-Expression mit dem Alter
(LBS betrachtet)
TNFo-mRNA-Expression FGF-2-mRNA-Expression
in ag/Zelle in ag/Zelle
354 354
301 301
257 m Frauen 257 W Frauen
201 @ Ménner 201 E Ménner
154 154
10 10
5 5
0 0
bis 30 J. 30-39 J. 40-49 J. 50-59 J. 60-69 J. bis 30 J 30-39 J. 40-49 J. 50-59 J. 60-69 J.
Frauen, n n=4 n=12 n=7 n=1 n=1 n=2 n=4 n=4 n =0 n=0
mRNA 7,1 +3.4 7.6 +3.,9 10,5+ 7,1 20,6 29,9 74433 15+4,6 10,5+72
Minner, n n=9 n=21 n=20 n=13 n=>5 n=>5 n=10 n=10 n=4 n=2
mRNA 6,6 +3,5 7.0 + 4.6 10,8 9.4 11,7+ 6,6 7,6 +4,2 8,1 +5.1 13,4+ 16,6 11,6+11,8  9,7+45 19,6 +21,6

Abb. 24: Altersabhingige Darstellung der TNFa-und FGF-2-mRNA-Expressionswerte bei LBS
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Sowohl bei den weiblichen als auch bei den ménnlichen Probanden war eine Erhéhung der TNFa-mRNA-
Expression mit dem Alter zu verzeichnen. Bei den Frauen war der Anstieg besonders deutlich nach Eintritt
der Menopause (> 50J.) (<=501J. vs.>501J.: 8,4 £ 5 vs. 25,3 £ 6 ag/Zelle; p <0,03) (Abb. 24).

Die TNFa- und FGF-2-mRNA-Expression wurde bei den KHK-Patienten zusétzlich unter Berticksichtigung
der Schwere der GefiBerkrankung, der Uberlebenszeit nach einem MI und des Alters beim 1.MI untersucht.
Es konnte keine Assoziation der mRNA-Expressionswerte zu den o.g. Kriterien festgestellt werden. Es
konnten lediglich bei den Patienten mit Zwei- und Mehrgefderkrankung im Unterschied zu Patienten mit
nur einem erkrankten Koronargefal tendenziell hohere TNFa-mRNA-Expressionswerte gemessen werden (5
ag/Zelle bei Ein-GE vs. 7,8 und 7,3 ag/Zelle bei Zwei- und Mehr-GE; n.s.).

3.3.3. Assoziation der TNFa-mRNA und FGF-2-mRNA- bzw. Protein-Expression mit genetischen
Daten der Probanden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die TNFa- und FGF-2-mRNA-Expressionen mit genetischen
Daten assoziiert. Fiir das FGF-2-Gen konnte zusitzlich die Proteinexpression gemessen und in die
Auswertung mit einbezogen werden.

Bei der Untersuchung der funktionellen Auswirkungen der polymorphen Varianten des TNFa-Gens auf die
TNFo-mRNA-Expression wurden die Probanden der drei Vergleichsgruppen LBS, KOB und KHK nach
Geschlecht und Alter adjustiert. Es entstanden gleichgroBe Gruppen von je 127 Probanden (81 Méanner und
46 Frauen). Das Durchschnittsalter betrug bei den LBS 49,1 Jahre, bei den KOB-Patienten 50,3 Jahre und
bei den KHK-Patienten 50,2 Jahre (Tab. 20). Dadurch konnten geschlechts- und altersabhingigen
Verschiebungen zwischen den Untersuchungsgruppen in den weiteren Assoziationsuntersuchungen der

Expressionswerte mit den Polymorphismen ausgeschlossen werden.

Tabelle 20:  Zusammensetzung der untersuchten Gruppen nach der geschlechts- und altersangleichender
Paarung.
Durchschnittsalter
Gruppen | n (gesamt) n (Ménner) n (Frauen) Gesamt Miinner Frauen
LBS 127 81 46 49,1 47,9 51,2
KOB 127 81 46 50,2 48,9 52,5
KHK 127 81 46 50,3 49,5 51,6

Fir die 2 TNFa-Polymorphismen c.1-857C>T und IVS3+51A>G konnte kein Zusammenhang mit der
Genexpression nachgewiesen werden, die verschiedenen Genotypen hatten in den untersuchten Gruppen
dhnliche Expressionswerte (p > 0,05). Dagegen zeigten die 3 Promotorpolymorphismen c.1-238G>A, c.1-
308G>A und c.1-863C>A eine deutliche Assoziation zur TNFa-mRNA-Expression. Im folgenden werden

diese Ergebnisse dargestellt.

3.3.3.1. Funktionelle Auswirkungen der polymorphen Varianten des TNFa—Gens

3.3.3.1.1. Das A-Allel des ¢.1-238G>A-Polymorphismus von TNFa ist bei méinnlichen KHK-Patienten
mit hoheren TNFo-mRNA-Werten assoziiert

Untersucht wurde die Interaktion der c.1-238G>A-Genotypen mit der TNFa-mRNA-Expression bzw. mit
der Risikokonstellation der Patienten mit koronarer Herzkrankheit. In die Studie wurden die beiden

Patientengruppen mit angiographisch nachgewiesenem Koronarbefund, KOB und KHK, einbezogen. Die
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weiblichen Probanden zeigten beziiglich des c¢.1-238G>A-Polymorphismus keinerlei mRNA-
Expressionsunterschiede zwischen den Vergleichsgruppen KOB und KHK.

Die ménnlichen KHK-Patienten (n = 81) zeigten eine leicht hohere Expression als die ménnlichen KOB-
Patienten (n = 81) (7,4 vs. 6,7 ag /Zelle; n.s.). Zur Uberpriifung der Rolle des genetischen Hintergrunds
wurden die Patientengruppen auf Assoziation der TNFoa-mRNA-Expressionswerte mit der c.1-238G>A-
Genotypverteilung untersucht. In beiden Gruppen hatten die mutanten A-Alleltriger (AG + AA) im
Vergleich zum Wildtyp GG hdhere Expressionswerte. Bei den KOB-Patienten war der Unterschied in den
mRNA-Werten beziiglich des Genotyps nicht grofl (AG + AA: 7,4 vs GG: 6,6 ag/Zelle; n.s.). Dagegen wurde
bei den KHK-Patienten eine signifikante Erh6hung der mRNA-Expression bei den Tragern des mutanten A-

Allels nachgewiesen (GA + AA: 12,6 vs. GG: 6,9 ag/Zelle; p < 0,012) (Abb. 25).

TNFo-mRNA-Expression TNFo-mRNA-Expression bei Mannern
(Ménner gesamt) in Abhéngigkeit vom Genotyp (G-238A)
TNFo-mRNA -Expression TNFo-mRNA-Expression
in ag/Zelle in ag/Zelle O AG+AA
15 15 p<0,012 0 ce
127 127
n.S
I n.s.
91 91 T 1
6" 6"
37 37
01 0
KHK n =81 KOB n =81 Genotyp KHK n =81 KOB n = 81
TNFa.mRNA. 74465 67467 AG + AA (ag/Zelle) 12,6 £6,2 7,4 +6,6
Expression
in ag/Zelle GG (ag/Zelle) 6,9+6.8 6,6 £6,8

Abb. 25: TNFo-mRNA-Expression bei ménnlichen KHK- und KOB-Patienten bzw. die Assoziation der
Expression mit der Genotypverteilung des c.1-238G>A-Polymorphismus.

3.3.3.1.2. Das A-Allel des ¢.1-308G>A-Polymorphismus von TNFa ist in den KHK-Subgruppen mit
schwerwiegenderen Merkmalen mit hoheren TNFa-mRNA-Werten assoziiert

Zur Untersuchung der Rolle des c.1-308G>A-Polymorphismus in der Risikokonstellation der koronaren
Herzkrankheit wurden die Expressionswerte der TNFo-mRNA mit der Genotypverteilung assoziiert. In die
Studie wurden die beiden Patienten-Gruppen mit angiographisch gesichertem Koronarbefund, KOB (77
Mainner und 38 Frauen) und KHK (70 Ménner und 32 Frauen), einbezogen.

Zur Uberpriifung der Rolle des c.1-308G>A-Polymorphismus wurde innerhalb der Gruppen KHK und KOB
die TNFa-mRNA-Expression in Abhdngigkeit vom Genotyp gemessen (GG-Wildtyp vs. A-Alleltriager). Die
Unterschiede waren in beiden Gruppen minimal (GG vs. GA+AA in KHK: 7,4 vs. 7,1 ag/Zelle, n.s.; in
KOB: 6,3 vs. 6,4 ag/Zelle, n.s.).

Zur ndheren Untersuchung wurde die KHK-Gruppe weiter differenziert: nach dem Manifestationsalter der
KHK, nach der Uberlebensdauer nach einem MI und nach der Anzahl der sklerotisierten Herzgefife. Es
wurde ermittelt, dass die A-Alleltridger in den Subgruppen mit schwerwiegenderen Merkmalen (1.MI <= 45
Jahre, UL <= 1Jahre, 2- und MehrgeféBerkrankung) eine hohere Expression der TNFa—mRNA aufwiesen als
die A-Alleltriger in den Vergleichsgruppen (1.MI > 45 Jahre, UL > lJahre, EingefdBerkrankungen), bzw.
héhere Expression aufwiesen als die GG-Trager der gleichen Subgruppe (tendenziell) (Abb. 26).

56



3. Ergebnisse

Expressionsuntersuchungen an KHK-Patienten B A

TNFo-mRNA-Expression GG

in ag/Zelle
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©
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3

2

1

1.MlI <=45J. 1.MI > 45 J. UL <=1J. uL > 1J. Ein-GE 2- und Mehr-GE
n=31 n=34 n=41 n=24 n=17 n=52

GA+AA (ag/Zelle) 9,7+10,3 5,6+5,9 8,1+£8,2 5774 5,7+£6,7 8,4+8,8 ‘
GG (ag/Zelle) 6,7+49 79+7,6 6,8+ 6,1 8,2+ 6,8 48+25 7,6+59

Abb. 26: Darstellung der TNFa-mRNA-Expressionswerte beziiglich des c.-308G>A-Polymorphismus in den
Subgruppen der KHK-Patienten.

3.3.3.1.3. Das A-Allel des ¢.1-863C>A-Polymorphismus von TNFa ist in der KHK-Gruppe mit héheren

TNFa-mRNA-Werten assoziiert

Die Assoziation der TNFa-mRNA mit dem Promotorpolymorphismus c¢.1-863C>A konnte an 68
Blutspendern, 61 KOB-Patienten und 73 KHK-Patienten untersucht werden.

Beim Vergleich der Expressionswerte der mutanten A-Alleltriger (CA+AA) mit den homozygoten
Wildtyptrigern (CC) konnte in allen untersuchten Gruppen (LBS, KOB und KHK) eine Erhohung der
mRNA-Expression bei den (CA+AA)-Tridgern beobachtet werden. In der Gruppe der KHK-Patienten war
diese Differenz signifikant (KHK: 8,5 vs. 6,9 ag/Zelle, p < 0,05; LBS: 9,8 vs. 9,5 ag/Zelle, n.s.; KOB: 5,9 vs.
5,2 ag/Zelle, n.s.) (Abb. 27).

TNFo-mRNA-Expression in Abhéngigkeit
vom c¢.1-863C>A-Polymorphismus

TNFo-mRNA-Expression HCA+AA
inag/Zelle ECC
127 n.s.
ol p < 0,05

61
"
2
0-
LBSn=68 KHK n =61 KOBn=73
CA+AA (ag/Zelle)| 98+7.1 85+5.1 59+49
CC (ag/Zelle) 9,5+7.5 6.9 + 6.6 52+5,1

Abb. 27: Darstellung der Expressionswerte der TNFa-mRNA in den Gruppen LBS, KOB und KHK in
Abhéngigkeit vom c.1-863C>A-Polymorphismus.
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3.3.3.2. Funktionelle Auswirkungen des ¢.223C>T-Polymorphismus von FGF-2 bei den KOB- und
KHK-Patienten

Bei den KHK- und KOB-Patienten wurde die FGF-2-mRNA und -Proteinexpression in Abhingigkeit vom
¢.223C>T-Polymorphismus untersucht. Sowohl bei der Betrachtung aller Patienten, als auch in den
einzelnen Gruppen wurde eine strenge Assoziation der mRNA- und der Proteinexpression des FGF-2-Gens
mit Genotypverteilung des ¢.223C>T-Polymorphismus nachgewiesen. Die homozygoten Wildtyptrager CC
hatten in allen Gruppen die hochste FGF-2-mRNA- und Proteinexpression. Bei den homozygoten Mutanten
TT wurde die niedrigste FGF-2-mRNA- und Proteinexpression gemessen. Mittels Assoziationsstudie wurde
fiir die FGF-2-mRNA- und Proteinexpression bei den KHK-Patienten eine positive Assoziation ermittelt (p <
0,001) (Abb. 28).

FGF-2-mRNA-Expression FGF-2-Protein-Expression
FGF-2 mRNA FGF-2 Protein
in ag/Zelle in pg/ml Serum
16 9 60 1
14 1 50 -
12
10 p <0,007 p<0,014 p>0,05 401
s 30 - p <0,001 p <0,001 p <0,001
& 20
4
5 10
0 0
Gesamt KHK KOB Gesamt KHK KOB
n=196 n=98 n=98 n=193 n=98 n=95
ace 11,4+ 11,1 142+12,8 8,4 +8,.2 bce 54,8 £33,3 54,6 +37,8 55+28.,5
mCT 7,5+ 8,4 83+77 6,8+9,1 mct 232+ 11,7 23,2+ 10,3 232+134
7T 6,7+ 0,6 3,3+0,2 4.4 7T 10,4+ 7.4 14,5+ 3,1 2,3

Abb. 28: Darstellung der FGF-2-mRNA- und Proteinexpression in Assoziation mit der Genotypverteilung
des ¢.223C>T-Polymorphismus im FGF-2-Gen.

3.3.3.3. Korrelation der TNFo- und FGF-2-mRNA-Expression

Mittels Korrelationsanalysen wurde {iberpriift, ob die mRNA-Expressionen der funktionell gekoppelten Gene
TNFa (Initialzytokin) und FGF-2 voneinander abhéngig seien. Die mRNA-Expressionen der einzelnen
Probandengruppen LBS, KOB und KHK wurden in Beziehung gesetzt. Zusitzlich wurde untersucht, ob eine
Korrelation bei den Ménnern oder Frauen zu beobachten sei. Alle analysierten Daten zeigten, dass es keine
Abhiéngigkeit zwischen FGF-2-mRNA- und TNFa—-mRNA-Expression bestand.

3.3.3.4. Assoziation des IVS6-86G>T-Polymorphismus von HSPG-2 mit FGF2-mRNA- und Protein-
Expression

Da HSPG-2 einen Co-Faktor des FGF-2-Stoffwechsels darstellt, wurden die IVS6-86G>T-Genotypen in
Patientengruppen KOB und KHK beziiglich ihrer Auswirkung auf die FGF-2-Expression untersucht. Die
TT-Genotyptriager zeigten in beiden untersuchten Gruppen im Vergleich zu den GG+GT-Triagern leicht
erniedrigte FGF-2-mRNA- und Protein-Expressionswerte, die jedoch keinen Signifikanzcharakter aufwiesen
(FGF-2-mRNA-Expression: 6,7 ag/Zelle bei TT- vs. 10,5 ag/Zelle bei GG+GT-Tragern, p > 0,1; FGF-2-
Protein-Expression: 44,8 pg/ml bei TT- vs. 50,5 pg/ml bei GG+GT-Tragern, p > 0,5). Wegen unzureichender

Anzahl an phinotypisierten Féallen wurden die LBS-Probanden aus dieser Untersuchung ausgeschlossen.
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4. Diskussion

Kardiovaskuldre Erkrankungen gehoren zu den chronischen degenerativen Erkrankungen, die durch ihren
komplexen und multifaktoriellen Charakter gekennzeichnet sind. In letzter Zeit wird neben den klassischen
Risikofaktoren wie Rauchen, ungesunde Erndhrung, Stress, Hypertonie, Diabetes mellitus oder mannliches
Geschlecht den genetischen Risikofaktoren, die die genetische Pradisposition eines Individuums fiir
Atherosklerose ausmachen, erhdhte Aufmerksamkeit beigemessen (Braun et al., 1998; Schulz, 2000; Wang
et al., 2000; King et al., 2002; Nicaud et al., 2002). Am Prozess der Atherosklerose sind zahlreiche Gene
bzw. Genprodukte beteiligt, die u.a. solche Vorginge wie Inflammation, Zellproliferation, Zellmigration,
Zellkoagulation, Lipidakkumulation, Endotheldysfunktion verursachen oder mit beeinflussen. Die
Untersuchung solcher Kandidatengene bzw. die Assoziation der genetischen Daten mit den klinischen stellt
in neuster Zeit einen wichtigen Schwerpunkt vieler medizinisch-genetischer Studien in der
Atheroskleroseforschung dar.

In der vorliegenden Arbeit wurden an gesunden Kontrollprobanden (n = 313) und an Patienten mit schweren
kardiovaskuldren Erkrankungen (KHK-Patienten: n = 264; KOB-Patienten: n = 135) einer Mitteldeutschen
Population wichtige Faktoren der Inflammation (TNFo und TNFB), des Zellwachstums bzw. der
Angiogenese (FGF-2, HSPG-2), des Homocysteinstoffwechsels (MTHFR) und des NO-Stoffwechsels (NOS-

3) untersucht.

4.1. Differenzierung des Patientenkollektivs

In der vorliegenden Studie wurden genomische und funktionelle Untersuchungen an gesunden
Langzeitblutspendern und an zwei Patientenkollektiven mit koronarangiographischem Befund durchgefiihrt.
Zum einen waren das Patienten mit angiographisch gesicherter koronaren Herzkrankheit (KHK). Diese
Gruppe wurde weiterhin fiir die Ermittlung des individuellen, genetischen Risikoprofils der Patienten in
klinisch relevante Subgruppen eingeteilt. Die Entwicklung der Atherosklerose ist als ein stark
altersabhingiger Prozess zu betrachten (Ross et al., 1999). Bei Patienten, die im juvenilen Lebensalter
erkranken, ist der mogliche Einfluss von genetischen Risikomarkern im atherosklerotischen Geschehen
deutlich groBer zu vermuten. Aus diesem Grund wurde die gesamte KHK-Gruppe nach dem
Manifestationsalter bei erstem Myokardinfarkt (<= 45, >45 Jahre) entsprechend klinischer Erfahrungswerte
unterteilt. Eine weitere Differenzierung der KHK-Patienten wurde hinsichtlich ihres Adaptationsvermdgens
nach erlittenem MI vorgenommen. Als Marker hierfiir wurde zum einen die Uberlebenschance der Patienten
nach koronarem Ereignis herangezogen. Die durchschnittliche Mortalitét der hospitalisierten Patienten ist im
ersten Jahr nach koronarem Ereignis ca. 10 %, in allen weiteren Jahren bei ca. 3 % (Siegentahler et al.,
1992). Unter Beriicksichtigung dieser Daten wurde die KHK-Gruppe in eine Hochrisikogruppe (Patienten,
die den MI bisher bis zu einem Jahr iberlebt hatten) und in eine Gruppe der Langzeitiiberlebenden
(Patienten, die den MI ldnger als ein Jahr tiberlebt hatten) unterteilt. Die Patienten der Hochrisikogruppe
hatten den MI durchschnittlich 2,8 Monate iiberlebt. Die Gruppe der Langzeitiiberlebenden (1.MI bereits
durchschnittlich 7,1 Jahre iiberlebt), stellte im Gegensatz zur Hochrisikogruppe eine positive Selektion der
Patienten mit einem besseren Adaptationsvermdgen nach stattgefundenem MI dar. Nach Siegentahler et al.
(1992) wiren demnach nach diesen 7,1 Jahren durchschnittlich 75 % der Patienten mit guter
Uberlebenschance anzutreffen, wihrend bereits ca. 25 % der nach MI klinisch versorgten Patienten vor
diesem Zeitpunkt aufgrund ungiinstiger individueller Konstellation verstorben wiren. Die KHK-Gruppe
wurde auBerdem nach der Schwere des koronaren Ereignisses in Patienten mit ein, zwei oder mehreren durch

signifikante Stenosen betroffenen Gefédfle unterteilt. Die in der vorliegenden Studie untersuchten Patienten
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mit MehrgefidBerkrankung zeigten bessere Uberlebenschance nach MI als die Patienten mit 1- oder 2-
GefdBerkrankung.

Zum anderen wurden Patienten untersucht, die einen angiographisch gesicherten normalen Koronarstatus
aufwiesen (KOB-Gruppe). Diese Patienten wurden wegen psychogenen Brustschmerzen, Herzklappenvitien,
atypische Angina pectoris Beschwerden oder Kardiomyopathie einer Angiographie unterzogen, zeigten aber
keinerlei atherosklerotisch verdnderte Koronarien. Im Vergleich zu den KHK-Patienten zeigten die KOB-
Patienten gleich hohe BMI-Werte, waren im Durchschnitt um etwa 2 Jahre dlter und zeigten dhnlich hohen
Anteil an Hypertonikern und Personen mit Diabetes mellitus. Im Unterschied zu den KHK-Patienten hatten
die KOB-Patienten signifikant niedrigeren Anteil an Rauchern und =zeigten bessere Werte des
Lipidstoffwechsels (LDL, Triglyceride, Lp (a)) bzw. des Gerinnungsparameters Fibrinogen. Die KOB-
Gruppe wurde neben den Langzeitblutspendern als zweite Kontrollgruppe in die Auswertungen
herangezogen. Als koronar glatte Patienten mit intakten Herzgeféen dienten die KOB-Probanden bei den
Untersuchungen als ,,Organ-bezogene* Kontrollgruppe.

Die LBS-Gruppe stellte im Vergleich zu den KOB-Probanden bei den Auswertungen die ,,metabolische®
Kontrollgruppe dar, die mindestens 3 Jahre unter &rztlicher Kontrolle keine klinischen Auffalligkeiten
aufwies. Somit konnten die bei den KHK-Patienten ermittelten klinischen und genetischen Risikoparameter
der Atherosklerose in Kontrast zu den beiden Referenzgruppen diskutiert werden. Da die LBS-Gruppe
keiner Angiographie unterzogen wurde, ist nicht auszuschlieBen, dass darunter auch Personen waren, die
bereits atherosklerotische Léasionen im frilhen beschwerdefreien Stadium besalen oder im spéteren

Lebensalter eine koronare Atherosklerose entwickeln wiirden.

4.2. Charakterisierung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden

4.2.1. Identifizierung von genomischen Varianten mittels SSCP-Analyse

Es gibt eine Reihe von verschiedenen zytogenetischen und molekularbiologischen Methoden, die
Identifizierung von unbekannten polymorphen Strukturen im humanen Genom erméglichen. Die von Orita et
al., (1989a; 1989b) etablierte SSCP-Analyse stellt eine spezifische und reproduzierbare Methode dar, welche
zur Suche nach kleineren genomischen Verdnderungen wie Insertion, Deletion bis hin zur Substitution nur
einer Base bestens geeignet ist. Im Vergleich zu anderen ,,Screening“-Methoden bietet die SSCP-Analyse
sowohl gerdtespezifische als auch methodische Vorteile. Es miissen keine speziellen gerdtetechnischen
Anforderungen beachtet werden wie z.B. bei der Anwendung von Temperaturgradienten-
Gelelektrophoresen. Es werden keine optimierten chemischen Gradientengele wie z.B. bei der
denaturierenden Gradientengelelektrophorese bendtigt (Myers et al., 1985; Fernandez et al., 1993). Mit Hilfe
der SSCP-Analyse kdnnen sowohl heterozygote als auch homozygote Genotyptrager identifiziert werden,
wihrend dies z.B. bei der vielpraktizierten Heteroduplexanalyse nicht der Fall ist (White et al., 1992). Der
methodisch komplizierte Umgang mit RNA wie bei der ,,RNase A Cleavage“-Methode (Goldrick et al.,
1996) entfdllt bei der SSCP-Analyse. Diese Methode ermoglicht ohne groflen Material-, Zeit- und
Arbeitsaufwand groBere Probandengruppen zu untersuchen. Die Sensitivitdt der SSCP-Methode 146t sich
durch variieren der PCR-ProduktgréBen (150-300 bp), der Temperatur (4 bis 20 °C) oder durch Zusitze wie
Glycerin verbessern. Die Visualisierung der zu untersuchenden DNA-Fragmente kann mittels einfach
auszufiihrender Markierungsmethoden, wie z.B. Silberfirbung, erfolgen. Dadurch wird die Arbeit mit
radioaktiven Markern oder die apparativ aufwendige Fluoreszenz-Detektion vermieden.

Die SSCP-Methode konnte bereits erfolgreich bei klinischen Fragestellungen, unter anderem bei der Suche

nach Onkogen-Veranderungen (Katagiri et al., 1998) oder bei der Identifizierung von Polymorphismen in
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Kandidatengenen bei kardiovaskuldren Erkrankungen (Foy et al., 1997; Herrmann et al., 1998; Schulz et al.,

2002) angewandt werden.

4.2.2. Quantifizierung der mRNA-Expression mittels kompetitiver PCR

Fiir die Bestimmung der ex vivo mRNA-Expression der Gene TNFa und FGF-2 in nativen zirkulierenden
humanen Monozyten aus Armvenenblut wurde im Rahmen der vorliegenden klinischen Studie die
kompetitive PCR, eine hoch sensitive Methode zur Quantifizierung spezifischer Nukleinsdure-Sequenzen,
angewandt (Clementi et al., 1993). Die kompetitive PCR erlaubt aufgrund der Koamplifikation der Target-
DNA mit einer bekannten Standard-DNA-Menge eine im Vergleich zu alternativen Methoden (Northernblot-
Hybridisierung, Einsatz von gewebsspezifischen ,,housekeeping” Genen) eine genauere Bestimmung der
mRNA-Expression des jeweiligen Gens in den untersuchten Zellen. Fiir die Gene TNFa und FGF-2 wurden
spezifische RT- und PCR-Primer ausgewihlt und die Reaktionsbedingungen optimiert. Die Quantifizierung
der TNFa- und FGF-2-mRNA wurde durch aliquotierte, laborinterne Standard-RNA (gepoolt von gesunden
Langzeitblutspendern) unter Einsatz um 48bp (TNFa) bzw. um 94bp (FGF-2) gegeniiber den Targets
verkiirzter Standard-Fragmente kontrolliert. Die Wahl der TargetgroBen von 600bp (TNFa) bzw. 597bp
(FGF-2) erfolgte in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Rolfs et al. (1992) so, dass von einer
gleichen Amplifikations-Effizienz von Target und Standard ausgegangen werden konnte. Der optimale
messbare RNA-Bereich fiir die untersuchten Gene (200ng fir TNFa- und 600 ng fiir FGF-2-mRNA-
Quantifizierung) wurde mit Hilfe einer Standardverdiinnungsreihe mit dem Verdiinnungsfaktor 10
eingegrenzt. Um moglichst exakte Ergebnisse zu erzielen wurde bei jeder quantitativen PCR-Reaktion eine
Standard-Verdiinnungsreihe (8 verschiedene Konzentrationen ) zur unbekannten Menge an Target zugesetzt.
Der ermittelte methodische Fehler dieser spezifischen kompetitiven PCR’s (von der Zellisolierung iiber
RNA-Préparation, reverse Transkription, kompetitive PCR bis zur Agarose-Elektrophorese und
anschlieender densitometrischer Auswertung des Gels) lag bei weniger als 10 %. Die Tag zu Tag-
Schwankungen dieser Methode von ca. 7 % wurden mit Hilfe einer aliquotierten laborinternen Standard-
RNA aus quantitativen Messungen an 10 Tagen ermittelt. Im Vergleich zu in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten quantitativen PCR-Methode ist bei der Northernblot-Hybridisierung eine Mindestzahl von 10°-
10° Molekiilen pro Probe nétig. Deshalb ist hier nur eine semiquantitative Anwendung zum Nachweis
groBerer Expressionsunterschiede moglich (Kohler et al.,, 1995). Ebenso ist die Koamplifikation eines
gewebsspezifischen oder ubiquitdren Gens bei der Quantifizierung mittels PCR als eine nur semiquantitative
Methode anzusehen. Der Grund dafiir ist die ungleiche Effizienz der unterschiedlichen Primer und eine
moglicherweise stattfindende Koregulation des zu untersuchenden Gens mit den eingesetzten
Vergleichsgenen (Dukas et al., 1993).

4.2.3. Quantifizierung der Proteinexpression mittels ELISA

Die ELISA-Technik (enzyme-linked immuno-stimulated assay) beruht auf einem Enzym-gebundenen
Immunoassay. Im Fall einer einfachen kompetitiven ELISA-Anwendung, wie in der vorliegenden Arbeit
dargestellt, wird der Antikorper an eine Unterlage (z.B. Polystyrol) in Mikrotiterplatten adsorbiert und mit
entsprechendem Antigen gemischt. Die weitere Zugabe eines Enzym-beladenen (z.B. alkalische
Phosphatase) Antigens bekannter Konzentration mit entsprechendem Enzymsubstrat (z.B. p-
Nitrophenylphosphat) ermdglicht eine kompetitive Bindungsreaktion am Antikdrper. Die Konzentration des

umgesetzten Enzymsubstrates entspricht der Menge des Enzym-beladenen Antigens und steht in inverser
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Beziehung zum Antigengehalt der Probe (Hédder und Héader, 1993). Mit Hilfe einer Eichkurve wird die
unbekannte Antigenkonzentration ermittelt. Neben ELISA gibt es zahlreiche andere Methoden der
Proteinmessung, wie Dot- oder Western-Blotting-Analyse, HPLC (high performance liquid chromatography,
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) und Proteinbestimmung nach Lowry oder Bradford. Die Dot-
oder Western-Blotting-Analyse gehoren zu den indirekten immunologischen Protein-Nachweismetoden. Die
Sensivitét der indirekten Methoden ist abhéngig vom Titer der Primér- bzw. Sekundér-Antikdrper sowie vom
Verstiarkereffekt und der Empfindlichkeit des Detektionssystems (Ramlau, 1987). Die HPLC-Methode
zeichnet sich gegeniiber anderen Methoden durch hohe Auflosung (Proteinmengenangaben in ng-fg/ml-
Bereich moglich) und Automation aus (Mant und Hodges, 1991; Meyer, 1988). Allerdings wird bei einer
HPLC-Methode jede Probe separat untersucht, was einen grofleren Zeitaufwand als die ELISA-Methode mit
sich bringt. AuBlerdem bedarf es bei einer HPLC einer kostenaufwendigeren Apparatur. Photometrische
Proteinbestimmungen nach Lowry (1951) oder nach Bradford (1976) zihlen ebenfalls zu hédufig eingesetzten
Methoden. Manche Reduktionsmittel wie EDTA, Tris oder Tannine, die bei photometrischen Methoden
eingesetzt werden, konnen Stérungen bei der chemischen Reaktion bewirken und zu falschen
Messergebnissen fithren (Hader und Hader, 1993). Diese beiden photometrischen Tests eignen sich fiir
Proteinkonzentrationen zwischen 5 und 50 ug (Hader und Hader, 1993) und sind damit weniger sensitiver als
die ELISA-Methode (Messungen im pg/ml Serum moglich).

Zur Ermittlung der FGF-2-Proteinexpression wurde ein kommerziell hergestellter ELISA-Kit fiir humanes
FGF-2 verwendet. Die Reaktion wurde nach dem Hersteller-Protokoll durchgefiihrt. Um die Fehlerquote der
Messungen zu minimieren wurde fiir alle Proben eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Um die
Schwankungen der Methode zu beriicksichtigen wurde bei jeder Reaktion ein laborinterner Standard mit
bekannter Konzentration mitgefithrt. Zusitzlich wurde die Tag zu Tag-Schwankung anhand von
Expressionsmessungen eines Standards mit bekannter Konzentration an 8§ verschiedenen Tagen ermittelt. Der
methodische Fehler der ELISA-FGF-2-Proteinmessung lag bei 10,8 %.

4.3. Inflammationsfaktoren TNFo, TNF@

Atherosklerose stellt eine Krankheit dar, bei der von ihrem Ursprung bis hin zu den Komplikationen
inflammatorische Zellen (Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten), inflammatorische Proteine
(Zytokine, Chemokine) und inflammatorische Prozesse (Expression der Adhédsionsmolekiile von
Endothelzellen der GefdBwand) nachweisbar sind (Wallsh et al., 1986; Alexander et al., 1994; van der Wall
et al., 1994; Fuster et al., 1997; Mehta et al., 1998; Ross et al., 1999).

Primédre Zytokine (TNFo, TNFB, IL-1), Chemokine (IL-8, MCP-1), Wachstumsfaktoren (FGF-2, HSPG-2)
und Adhésionsmolekiile (Selektine, ICAM-1, VCAM-1) werden wihrend des Atheroskleroseprozesses von
den aktivierten inflammatorischen Zellen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen als Antwort auf solche
proinflammatorische Stimuli wie oxidiertes LDL, freie Radikale, Rauchen, erhohte Konzentrationen an
Homocystein und infektiose Organismen kontinuierlich produziert (Alexander et al., 1994, Liao et al., 1998,
Mehta et al., 1998, Kinlay et al., 1998, Ross 1999). Proinflammatorische Risikofaktoren verursachen lokal in
den Gefidllen oder systemisch im ganzen Organismus eine entziindliche Reaktion, welche mit der weiteren
Produktion sekundérer Zytokine (IL-6) und Akut-Phase-Proteine (CRP, SAA, Fibrinogen) verbunden ist
(Gabay et al.,1999; Castell et al., Montavi et al., 1997; Kinlay et al., 1998; Bochner et al., 1991; Aggaval et
al.).

Die pathogene Erhohung der Zytokinproduktion wird als Ursache oder Merkmal vieler autoimmuner

(rtheumatische  Artritis, Morbus-Crohn-Krankheit), infektioser (cerebrale Malaria), aber auch
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kardiovaskuldrer Erkrankungen diskutiert (u.a. Fettsucht bzw. damit verbundene Insulinresistenz,
Atherosklerose, Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz, ischemische Herzerkrankung) (Elliot et al., 1994; Jakob
et al., 1990; van Dullemen et al., 1995; McGuire et al., 1994; Cabrera et al., 1995; Hotamisligil et al., 1993,
1994; Jovinge et al., 1998). Messung dieser Inflammationsmediatoren bei einer Person ermdglicht eine
Aussage iiber deren Inflammationsstatus (Libby et al., 1999; Montavi et al., 1997).

Es gibt zahlreiche Hinweise, dass die Expression mancher Zytokine, wie z.B. TNFa, genetisch determeniert
ist, d.h. dass polymorphe genetische Varianten des kodierenden Gens die Transkription bzw. die zelluldre
Sekretion beeinflussen konnten (Bendtzen et al., 1988; Pociot et al., 1993; Jakob et al., 1990). AuBBerdem
gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass TNFo-Produktion vorwiegend transkriptionell reguliert wird (Sariban et
al., 1988; Horiguchi et al., 1989; Collart et al., 1990; Goldfeld et al., 1990; Raabe et al., 1998), was ebenso
vermuten 1df6t, dass Promotorpolymorphismen eine besondere Rolle bei der TNFa-Expression spielen
konnten (Skoog et al.,, 1999). Die Untersuchung polymorpher Varianten eines inflammatorischen
Risikofaktors und die Assoziation dieser genetischen Daten mit den medizinischen Befunden stellt deshalb
einen essentiellen Schritt bei der Ermittlung der Risikokonstellation eines Individuums mit kardiovaskularer

Erkrankung dar.

4.3.1. TNFa-Polymorphismen, TNFa-Transkription und Manifestation der Atherosklerose

Das am meisten und am besten untersuchte Zytokin bei kardiovaskulidren Erkrankungen ist das
TNFa. Mittlerweile gibt es ausreichend Anhaltspunkte, die dafiir sprechen, dass TNFo einer der
Hauptmoderatoren der entziindlichen Prozesse bei Atherosklerose ist und einen bedeutenden Risikofaktor
darstellt. Frithere Experimente an kultivierten Adipozyten zeigten, dass erhohte Mengen an TNFo die
Lipoproteinlipase- und die 7a-Hydrolase-Aktivitdit hemmen und dadurch zur Hypertriglyceriddmie fithren
bzw. die Erhohung der Fettsdure-de novo-Synthese in der Leber induzieren (Morin et al., 1995; Starnes et al.,
1988; Feingold et al., 1992, 1996). Aulerdem scheint TNFa eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung
einer Insulinresistenz bei adipdsen Personen zu spielen, indem es die Insulin-Rezeptor-Signalvermittlung
durch Reduktion der Insulin-stimulierten Autophosphorylierung bzw. der Tyrosin-Kinase-Aktivitit
abschwicht (Hotamisligil et al., 1994, 1996). Weitere Studien belegen, dass TNFa iiber die Stimulation der
Wachstumsfaktoren und Chemokine bzw. iiber die Teilnahme an der Synthese und Stimulation der
Adhisionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin direkt an der Endothelfunktion beteiligt ist (Lopez-
Virella et al., 1994; Paleolog et al., 1994; Munker et al., 1986; Pober et al., 1986; Couffinhal et al., 1994;
Thorne et al., 1996; Krishnaswamy et al., 1999). Nawroth et al. (1986) wiesen darauf hin, dass TNFa die
Aktivitdt der prokoagulatorischer Faktoren wie PAI-1 verstirkt bzw. in den antithrombotischen
Stoftwechselweg des C-Proteins in Endothelzellen storend eingreift und damit den Thromboseprozess
beschleunigt. Barath et al. (1990) fanden TNFa in 88 % der atherosklerotische Lésionen, wobei das normale
Gewebe vollig frei von TNFo war. Mehrere Studien berichten iiber eine nachweisbare Erhdhung der Anzahl
der T-Zellen (10fach) bzw. ihrer Aktivitit (um 70 %) und eine damit verbundener Erhohung der
Zytokinproduktion beim Vorliegen einer Atherosklerose (Wick et al., 1995; Xu et al., 1990; Ross et al.,
1993).

Mittlerweile konnten einige der TNFa-Polymorphismen mit der Manifestation kardiovaskuldrer

Erkrankungen assoziiert werden.
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4.3.1.1. ¢.1-308G>A-Polymorphismus

Der erstmalig von Wilson et al. (1992) beschriebene Promotorpolymorphismus c¢.1-308G>A des
TNFa wurde bei kardiovaskuldren Erkrankungen am héufigsten untersucht. Viele Indizien sprechen dafiir,
dass dieser Polymorphismus an der Regulation der TNFa-Expression und damit an der Risikokonstellation
der Atherosklerose stark beteiligt ist. Zahlreiche Studien belegen die Assoziation des mutanten A-Allels mit
der Erhéhung der TNFa-Produktion bzw. mit der Erhohung des Atheroskleroserisikos.

Kroeger et al. (1996) haben als erste bei humanem TNFa eine Region im Promotor (-323 bis -285)
identifiziert, welche die transkriptionelle Aktivitit dieses Gens beeinflussen kann. Diese Region beinhaltet
eine 10 bp-lange Sequenzhomologie zur ,.consensus“-Bindungsstelle des Transkriptionsaktivator-Proteins
AP-2, welche den c.1-308G>A-Polymorphismus umschlie8t. Im gleichen Jahr beschrieben Brinkman et al.
(1996) eine Enhancer-Region im TNFoa-Promotor (-519 bis +108), welche ebenfalls den c.1-308G>A-
Polymorphismus beinhaltet, und stellten fest, dass die A-Alleltrdger groBere Malaria-Anfalligkeit aufwiesen.
Beide Studien lassen vermuten, dass die polymorphen Strukturen eine Anderung der Bindungsfihigkeit der
Transkriptionsaktivatoren bzw. Reportergene verursachen und dadurch die gesamte Expression des Gens
beeinflussen konnten. Wilson et al. (1997) versuchten den TNFa-c.1-308G>A-Polymorphismus mit der
Expression des TNFa zu assoziieren. Sie konnten mittels ,,footprint-Analysen feststellen, dass das mutante
A-Allel in humanen B-Zelllinien ein starkerer Transkriptionsaktivator als das G-Wildtyp-Allel sowohl bei
der konstitutiven als auch bei der induzierbaren TNFa-Expression ist. Herrmann et al. (1998) ist es erstmals
gelungen, in einer grolen Assoziationsstudie an Myokardinfarktpatienten (n=641) und gesunden Kontrollen
(n=170) zu zeigen, dass A-Alleltrager hdufiger einen Reinfarkt erlitten und einen schlechteren BMI (>26,3)
aufwiesen. Damit ist es ihnen gelungen, den c.1-308G>A-Polymorphismus mit Herzkreislauferkrankungen
zu assoziieren. Die nachfolgenden Arbeiten von Padovani et al. (2000), Wang et al. (2000), Keso et al.
(2001), Nicaud et al. (2002) und King et al. (2002), welche sich u.a. mit der Assoziation des c¢.1-308G>A-
Polymorphismus mit pathogenen Merkmalen der kardiovaskuldren Erkrankungen beschiftigen, bestdtigen
die Vermutung, dass das -308/A-Allel mit einer hoheren Prédisposition zur Fettleibigkeit, zur
Insulinresistenz, zur Entwicklung fibroser Lésionen oder Verkalkungen der koronaren Gefille bzw. zum
Myokardinfakt und zur Atherosklerose im allgemeinen assoziiert seien.

Die vorliegenden Ergebnisse der Mitteldeutschen humanen ex vivo Untersuchung bestdtigen zum Teil
Resultate der erwédhnten Studien. Im Einklang mit vorhergehenden Arbeiten konnte einerseits festgestellt
werden, dass das mutante A-Allel in der Gruppe der Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzkrankheit im Vergleich zur Gruppe der gesunden Blutspender signifikant hdufiger vorkommt (32,4 %
vs. 20,2 %; p<0,05). AuBerdem zeigten die Expressionsanalysen an der TNFa-mRNA, dass unter den A-
Allel tragenden KHK-Patienten diejenigen mit schwerwiegenderen Merkmalen, wie frithzeitige MI-
Manifestation (<= 45 Jahre), kurze Uberlebenszeit nach einem MI (<= 1 Jahr) und 2-bis
Mehrgefaflerkrankungen eine hohere TNFoa-mRNA-Expression aufwiesen (tendenziell, p>0,05) als die
Patienten mit besserer Adaptation nach einem koronaren Ereigniss bzw. spéterer Manifestation der
Krankheit. Dass das mutante A-Allel generell mit hoheren TNFa-mRNA-Expressionen assoziiert sei, war in
der untersuchten Mitteldeutschen Population nicht nachweisbar. Sowohl in der Gesamtgruppe gesunder
Blutspender als auch in den beiden Patientengesamtgruppen, KOB und KHK, unterschieden sich die
verschiedenen Alleltrdger nicht in ihrer TNFa-mRNA-Expression. In der Allelverteilung der KHK-
Subgruppen (1.MI <= 1 Jahr oder > 1 Jahr; UL <= 1 Jahr oder > 1 Jahr; 1-GE oder 2-Mehr-GE) waren

ebenfalls keine Unterschiede festzustellen. Auch die Assoziation des A-Allels mit hGheren BMI-Werten war
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in den Patientengruppen nicht nachzuweisen. Interessanterweise wurde innerhalb der -einzelnen
Hochrisikogruppen (1.MI <= 45 Jahre; UL <= 1 Jahr und Mehr-GE) jedoch eine Abhiingigkeit der mRNA-
Expression vom Genotyp festgestellt. Die A-Alleltrdger exprimierten hohere TNFa-mRNA-Mengen als die
GG-Tréager. Es ist denkbar, dass das mutante A-Allel an der Promotorposition -308 erst nach einem
koronaren Ereignis zur Geltung kommt, d. h. die A-Alleltrdger haben bei ungiinstiger Konstellation
pathogener Faktoren der KHK bzw. nach einem akuten MI wegen der danach anhaltenden viel zu hohen
TNFa-Produktion schlechtere Adaptationschancen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Personen mit -
308/A-Allel eine Prédisposition zur Entwicklung koronarer Herzkrankheiten haben und im Fall der
Manifestation einer schwerwiegenderen Form der KHK (1. MI im fritheren Lebensalter, schlechtere
Adaptation nach einem MI, Entwicklung einer MehrgefaBBerkrankung) im Vergleich zu GG-Tréigern eine
iiber einen ldngeren Zeitraum anhaltende, hohere TNFa-Expression haben konnten. Es ist bekannt, dass
anhaltende hohere TNFo-Spiegel einen septischen Schock oder multiples Organversagen mit sogar letalem
Ausgang verursachen konnen (Stuber et al., 1995). Aber auch haufigere GefaBrupturen an den Plaquestellen
kommen als Folge anhaltender hoherer Konzentrationen an TNFa (King et al., 2002) in Betracht.

An dieser Stelle ist zu erwidhnen, dass viele &dhnliche Studien an Patienten mit kardiovaskuldren
Erkrankungen keine Assoziation zwischen den c.1-308G>A-Genotypen, der TNFa-Expression und dem
Atheroskleroserisiko nachweisen konnten (Herrmann et al., 1998; Allen et al., 2001; Koch et al., 2001;
Turner et al., 1995; Kaluza et al., 1997; Mizia-Stec et al., 2001). Die Ursache dafiir konnte an der
Heterogenitét der untersuchten Probanden beziiglich der Einschlusskriterien bzw. der Krankheitsmerkmale
oder der untersuchten ethnischen Population liegen. Auch in Studien an verschiedenen Zellsystemen, bei
denen u.a. mittels Lipopolysaccharide (LPS) die TNFa-Expression stimuliert wurde, zeigten die
verschiedenen Genotypen wesentliche Unterschiede in der Bindung der eingesetzten Reporter-Gene (bei
TNFa wird meist Chloramphenicol-Acetyltransferase, CAT, oder Luciferase als Reporter-Gen benutzt)
(Brinkman et al., 1996; Uglialoro et al., 1998). Die Ursache der nicht {ibereinstimmenden Ergebnisse kdnnte

hier die Verwendung verschiedener Zelllinien, Konstrukte bzw. stimulierender Faktoren sein.

4.3.1.2. ¢.1-238G>A-Polymorphismus

Die physiologische Rolle des ¢.1-238G>A-Promotorpolymorphismus im TNFa-Gen (D’ Alfonso et al., 1994)
wurde bisher nicht im Detail in Verbindung zu kardiovaskuldren Erkrankungen untersucht. Es ist bekannt,
dass sich diese polymorphe Variante in einer sog. Y-Box befindet (Shakhov et al., 1990; Drouet et al., 1991).
Die Y-Box stellt ein ,, CGGAATCGGAGC*“-Motiv dar, welches den spezifischen nukledren Faktor Y (NF-
Y) bindet und damit essentiell fiir die transkriptionelle Aktivitdt des MHC-Klasse II-Promotors ist (Benoist
und Mathis, 1990). Es wurde ermittelt, dass ein Basenaustausch in der Y-Box des HLA-DQA1-Promotors
eine signifikant geringere Transkription verursachen kann (Haas et al., 1993). Auflerdem wurde in mehreren
Studien beobachtet, dass die Allelvariationen an der Position -238 deutliche Unterschiede in der
Sekundérstruktur der DNA-Superhelix aufweisen, bzw. dass die durch die G>A-Mutation entstandene
»DNA-Beugung* die Bindung der Aktivatorproteine und damit die Genexpression beeinflusst (De Santis et
al., 1988; Travers et al., 1990; Perez-Martin et al., 1993). Fong et al. (1994) beschrieben zusétzlich eine 25
bp lange TNFa-Repressorstelle (-254 bis -230), die ebenfalls den c.1-238G>A-Polymorphismus umschlief3t.
Sie spekulierten, dass das mutante A-Allel zur transkriptionellen Repression fiihrt.

Die Auswirkungen der c¢.1-238G>A-Genotypen auf die TNFo-Expression wurden weiterhin in

verschiedenen Zellsystemen unter Anwendung von LPS als Stimulator von Pociot et al. (1995), Huizinga et
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al. (1997) und Skoog et al. (1999) untersucht. Dabei konnte keine Auswirkung des Genotyps auf die
Expression nachgewiesen werden. Von Pociot et al. konnte lediglich festgestellt werden, dass das A-Allel
mit dem MHC-Haplotyp DR3 positiv assoziiert, was wiederum mit einer hoéheren TNFa-Expression
verbunden war (Jakob et al., 1990; Abraham et al., 1993).

Bisher gibt es nur sehr wenige Arbeiten, die sich mit Risikokonstellationen von Probanden beziiglich des
c.1-238G>A-Genotyps befassen. Die Assoziationsstudie von Herrmann et al. (1998) (MI-Patienten) und von
Allen et al. (2001) (Patienten mit einem negativen bzw. positiven koronaren Befund und gesunde
Blutspender), konnten kein Beweis dafiir erbringen, dass der c¢.1-238G>A-Polymorphismus einen
genetischen Risikofaktor bei koronaren Herzkrankheiten darstellt. Die einzige Studie, die eine positive
Assoziation des mutanten A-Allels mit der Erhohung des Atheroskleroserisikos zeigt, ist die von King et al.
(2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mitteldeutschen Probanden ebenfalls wie bei der Allen-Studie in 3
Gruppen (KHK, KOB und LBS) unterteilt. Beim Vergleich dieser Gruppen konnte zunichst kein
signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung festgestellt werden (A-Allel: 9 % bei KHK, 12 % bei
KOB und 9,5 % bei LBS). Nach der Differenzierung der KHK-Patienten in frithzeitig Erkrankte (1.MI <= 45
Jahre) und Spéterkrankte (1.MI > 45 Jahre) konnte allerdings ein signifikanter Unterschied in der A-
Allelverteilung nachgewiesen werden (<=45 Jahre vs. > 45 Jahre: 16,2 % vs. 4,9 %; p < 0,012), was fiir
einen erhdhten Risiko der A-Alleltrdger spricht, in jiingeren Jahren einen MI zu erleiden. Bei der
Untersuchung einer moglichen Assoziation der TNFa-mRNA-Expression mit dem c¢.1-238G>A-
Polymorphismus konnte eine Geschlechtsabhidngigkeit festgestellt. Entsprechend der Tatsache, dass die
meisten  Patienten = ménnlichen = Geschlechts  waren,  wurden die  Genotyp-Expression-
Assoziationsuntersuchungen deshalb nur bei ménnlichen Probanden durchgefiihrt. Die Expressionsanalysen
waren konform mit der genetischen Analyse: in der Gruppe der KHK-Patienten hatten die A-Alleltrager
signifikant erhohte TNFa-Expressionswerte als die GG-Tréger (12,6 ag/Zelle vs. 6,9 ag/Zelle; p < 0,012).
Diese Ergebnisse zeigten, dass das mutante A-Allel stark mit einem MI im fritheren Lebensalter bzw. mit
einer signifikanten Erhohung der TNFa-mRNA-Expression nach einem koronaren Ereignis assoziiert. Diese
Ergebnisse unterstreichen erneut, dass fiir derartige klinische Fall-Kontroll-Studien Kriterien wie eine gute
Selektion der Probanden nach klaren Einschlusskriterien, eine Differenzierung der Probanden in Subgruppen
beziiglich des Manifestationsalters der KHK und die Beriicksichtigung der Geschlechtsabhingigkeit im

konstruierten genetischen Modell essentielle Voraussetzung sind.

4.3.1.3. c.1-863C>A-Polymorphismus

Bei der Untersuchung des bereits von Uglialoro et al. (1998) beschriebenen c¢.1-863C>A-Polymorphismus in
der Promotorregion vom TNFa-Gen konnte fiir die untersuchte Mitteldeutsche Population festgestellt
werden, dass das mutante A-Allel in der Gruppe der gesunden Langzeitblutspender und der Gruppe der
Patienten ohne koronaren Befund signifikant héufiger vorlag als in der Gruppe der Patienten mit
angiographisch gesicherter koronaren Herzkrankheit (A-Allelhdufigkeit bei LBS: 31,9 %; bei KOB: 30,8 %
vs. bei KHK: 18,4 %; p < 0,05). Dies ldsst vermuten, dass die A-Alleltrdger im Vergleich zu den CC-Triagern
seltener an einer koronaren Herzkrankheit erleiden. Eine weitere Differenzierung der KHK-Patienten in
Subgruppen bestitigt die Annahme, dass das A-Allel protektiv wirken konnte. Unter den KHK-Patienten
hatten diejenigen, die ihren ersten MI mehr als ein Jahr iiberlebt hatten und dadurch bessere
Adaptationschancen zeigten, signifikant haufiger das A-Allel als diejenigen, die ihren ersten MI weniger als
ein Jahr {iberlebten (A-Allelhiufigkeit bei UL > 1 Jahr: 32 % vs. bei UL <= 1 Jahr: 13,2 %; p < 0,05).
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AuBlerdem hatten die KHK-Patienten mit EingefdBerkrankung im Unterschied zu den KHK-Patienten mit
zwei oder mehreren sklerotisierten Koronargefdflen signifikant héufiger das mutante A-Allel (A-
Allelhdufigkeit bei 1-GE: 22,7 % vs. bei 2-GE: 11,1 % und bei Mehr-GE: 13,1 %; p < 0,05).

Der c¢.1-863C>A-Polymorphismus wurde in Bezug auf kardiovaskuldre Erkrankungen bisher kaum
untersucht. Eine Studie von Skoog et al. (1999) befafite sich mit der Assoziation dieses Polymorphismus und
der TNFa-Expression. Mittels ,.elektromobility shift assays® (EMSA)-Studien an nukledren Extrakten aus
humanen Monozyten- und Hepatozyten-Zelllinien (U937 und HepG2) ist es Skoog et al. gelungen zu
zeigen, dass der c.1-863C>A-Polymorphismus die Bindung der nukledren Faktoren stark beeinflusst. Sie
konnten nachweisen, dass das A-Allel mit signifikant niedriger TNFa-Konzentartion im Serum assoziiert
war. Skoog et al. erkldren die unterschiedlichen TNFa-Expressionsraten der verschiedenen Genotypen
folgendermaBen: der c¢.1-863C>A-Polymorphismus liegt am Rand einer 10 bp langen Sequenz
,,GGGGACCCCC*, welche eine groBe Ahnlichkeit mit der ,,consensus“-Bindungsstelle des nuklediren
Faktors-kB (NF-kB) aufweist. Die Unterschiede in der Bindungsaffinitdt des NF-xB, verursacht durch den
Basenaustausch an Position -863, kdnnten die daraus resultierenden Expressionsschwankungen erklédren. Es
ist zu vermerken, dass die Skoog-Studie an Zelllinien gesunder Minner im Alter von 35-50 Jahren
durchgefiihrt wurde.

Die vorliegende humane ex vivo TNFo-mRNA-Expressionsstudie an der Mitteldeutschen Population
beziiglich des c.1-863C>A-Polymorphismus zeigte widerspriichliche Ergebnisse. Die A-Alleltrager hatten in
allen drei untersuchten Gruppen (LBS, KOB und KHK) im Vergleich zu CC-Trigern eine erhohte mRNA-
Expression. In der Gruppe der KHK-Patienten war der Unterschied signifikant (TNFoa-mRNA-Expression:
A-Alleltrager 8,5 ag/Zelle vs. CC-Triagern 6,9 ag/Zelle; p < 0,05). Diese hohere Transkriptionsmenge der A-
Alleltrager konnte auf ein besseres Regulationsvermogen der A-Alleltrager hindeuten, da nach Skoog et al.
(1999) TNFa-Gen- und Proteinexpression invers korreliert sind. Es wére denkbar, dass die erkrankten A-
Alleltrager posttranskriptionell besser reguliert sind und deshalb letztendlich bessere TNFa-Serumwerte
aufweisen als die erkrankten CC-Tréger. Diese Betrachtung wiirde auch die Ergebnisse unserer genetischen
Untersuchungen unterstiitzen, dass die A-Alleltrdger seltener an einer KHK litten bzw. im Fall der
Manifestation einer KHK bessere Adaptationschancen hatten und seltener eine MehrgeféaBerkrankung

entwickelten.

4.3.1.4. IVS3+51A>G und andere Polymorphsimen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue genomischen Varianten detektiert: 1. eine Transition
C>T im Exon 3 , welche zu einem Aminosdureaustausch Prolin nach Leucin fiihrt (P84L); 2. eine Transition
A>G im Intron 3 des TNFa-Gens (IVS3+51A>G). Die Variante P84L wurde nur bei zwei Blutspendern
gefunden. Wegen dieses seltenen Vorkommens wurde sie nicht in die Assoziationsstudie einbezogen.

Der 1VS3+51A>G-Polymorphismus des TNFa-Gens konnte mit der Schwere der koronaren
GefaBerkrankung assoziiert werden. Aus den Assoziationsuntersuchungen ging hervor, dass das mutante G-
Allel signifikant mit 2- bzw. Mehr-GefaBerkrankungen assoziiert war. Die Haufigkeit der mutanten G-
Alleltriager war signifikant erhoht in der Gruppe der KHK-Patienten mit 2- bzw. Mehr-GefaBerkrankungen
(19,2 %) im Vergleich zu den KHK-Patienten mit 1-Gefaerkrankung (5,7 %). Daraus ergab sich fiir die G-
Alleltrager ein 4-fach erhohtes Risiko eine 2- bzw. Mehrgefallerkrankung zu entwickeln (KI: 1,07-15,6). Die

Expressionsuntersuchungen ergaben keine Assoziation dieses Polymorphismus mit dem TNFo-mRNA-
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Level. Es wire sinnvoll, in weiterfiihrenden Studien Genotypen und Proteinexpression zu untersuchen, um
eventuelle Unterschiede in der posttranskriptionellen Regulation zu ermitteln.

Wegen ihres seltenen Vorkommens (Genotypfrequenz der Mutationstrdger weniger als 0,02) wurden die
bereits beschriebenen TNFa-Polymorphismen c.1-572A>C (Uglialoro et al., 1998), c.1-376G>A (Hamann et
al.,, 1995) und c.1-244G>A (Zimmerman et al., 1996) nicht auf Assoziation zur TNFa-Genexpression
gepriift.

Bei der Untersuchung des hdufig vorkommenden Promotorpolymorphismus c.1-857C>T im TNFa-Gen
(Herrmann et al., 1998) konnten keine Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen den LBS,
KOB und KHK gefunden werden. Die Analyse der KHK-Subgruppen ergab keine Assoziation der
Genotypen zum Manifestationsalter des 1.MI, zur Uberlebenszeit nach einem MI bzw. zur Schwere der
KHK.

4.3.2. Zirkadiane Studie der TNFa-mRNA-Expression

Mittels einer zirkadianen Studie an 11 Probanden (6 Méanner und 5 Frauen, Mitteldeutsche Population) aus
verschiedenen Altersklassen (27 bis 28, 40 bis 51 und 55 bis 61) wurde festgestellt, dass die TNFa-mRNA-
Expression sowohl bei Frauen als auch bei Minnern unabhédngig vom Alter einer tageszeitlichen
Schwankung unterliegt. Bis auf eine Ausnahme (Proband 5, weiblich) wiesen alle Probanden morgens (8
Uhr) die niedrigsten TNFo-mRNA-Werte (durchschnittlich 9,3 ag/Zelle) auf, welche im Laufe des
Vormittags bei allen Probanden erheblich anstiegen (durchschnittlicher Wert von 12 Uhr: 50,9 ag/Zelle). Die
Messungen am Nachmittag (16 Uhr) zeigten bei 5 Probanden (3 Frauen und 2 Méinner) bereits eine
Abnahme der TNFa-mRNA-Expression im Vergleich zu den 12-Uhr-Messungen, wohingegen bei den
restlichen Probanden eine weitere Erhohung der Werte (durchschnittlich bis zu 62,6 ag/Zelle) zu verzeichnen
war. Die Frauen exprimierten morgens (8 Uhr) im Durchschnitt 2-mal hdher TNFo-mRNA (12,4 ag/Zelle)
als die Ménner (6,5 ag/Zelle) und erreichten im Laufe des Tages hohere TNFa-mRNA-Spiegel (bis zu 117,5
ag/Zelle).

Die Tatsache, dass bei den untersuchten Frauen tagsiiber die hochsten TNFa-mRNA-Level erreicht wurden,
die sich morgens wieder normalisierten, deutet auf ihre bessere Regulationsfahigkeit beziiglich der TNFa.-
mRNA-Expression hin. Dies kdnnte protektive Auswirkungen auf entziindliche Stoffwechselprozesse, wie

u.a. atherosklerotische GefaBverdnderungen, haben.

4.3.3. Alterungsprozess und Inflammation

Ross et al. (1999) charakterisierten die Atherosklerose als eine altersabhéngige inflammatorische
Erkrankung. Es ist bekannt, dass der Prozess der Alterung mit einer Erhohung der inflammatorischen
Aktivitdt im Blut bzw. mit einer Erhdhung der Menge der zirkulierenden Zytokine TNFa (Bruunsgard et al.,
1999; Paolisso et al., 1998) und IL-6 (Cohen et al., 1997; Wei et al., 1992; Hager et al., 1994; Ershler et al.,
1993), Zytokinantagonisten (Bruunsgard et al., 1999; Catania et al., 1997) und Akut-Phase-Proteinen (Ballou
et al., 1996; Caswell et al., 1999) assoziiert ist. Altere Probanden zeigten erhohte Mengen an TNFo, CRP,
Total-Cholesterol, LDL und niedrigere Werte des protektiv wirkenden HDL (Bruunsgard et al., 1999). All
das sind Risikofaktoren, die die Atherogenese bzw. das Thromboserisiko stark steigern kdnnen. Es wurde
vermutet, dass die Alterung das Atheroskleroserisiko erhoht (Bruunsgard et al., 1999).

Die vorliegenden Expressionsuntersuchungen an gesunden Blutspendern des Mitteldeutschen Raums

bestitigen die Vermutung, dass mit dem Alter die TNFo-Expression ansteigt. Es wurden 5 Altersgruppen
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gebildet (1. bis 30 J.; 2. 30-39 Jahre; 3. 40-49 Jahre; 4. 50-59 Jahre und 5. 60-69 Jahre) und deren TNFa.-
mRNA-Expressionen bei Ménnern und Frauen verglichen. Sowohl bei den Ménnern als auch bei den Frauen
war eine allmdhliche Steigerung der TNFa-mRNA-Expression bis zum 50. Lebensjahr zu verzeichnen. Bei
méinnlichen Probanden wurden die hochsten mRNA-Werte bei 50 bis 59-Jahrigen gemessen (11,7 ag/Zelle);
bei den 60 bis 69-Jahrigen nahm der Wert wieder ab (7,6 ag/Zelle). Bei den Frauen war dagegen ab dem 50.
Lebensjahr eine signifikante Steigerung der TNFa-mRNA zu verzeichnen (bis zu 29,9 ag/Zelle). An dieser
Stelle ist zu vermerken, dass in der vorliegenden Studie die Anzahl der zur Verfiigung stehenden &lteren
gesunden weiblichen Blutspender viel kleiner war als die der mannlichen. Diese Ergebnisse sollten an einem
grofleren Probandenkollektiv bestétigt werden.

Bei den weiblichen Probanden kommt mit der Alterung ein weiterer wichtiger Aspekt hinzu, welcher die
Erhdhung der Zytokinproduktion katalysieren und damit einen Risikofaktor der Atherosklerose darstellen
konnte. Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass die Menopause bzw. die Einstellung der Ovarienfunktion und die
damit verbundene Reduktion des Ostrogens mit einer spontanen Erhohung der Zytokinwerte assoziiert ist
und Stoffwechselstdorungen in den Knochen (Osteoporose), BlutgefaBlen und im Fettgewebe verursachen
kann (Farhat et al., 1996; Mendelsohn et al., 1999; Prince et al., 1994; Pfeilschifter et al., 2002).

4.3.4. TNFB und Atherosklerose

TNFB, auch Lymphotoxin-a genannt, ist ein weiteres Mitglied der Tumornekrosefaktor-Familie. TNFB zeigt
auf der Aminosdureebene 50 % Homologie zum TNFa und wird im Unterschied zum TNFa von aktivierten
T- und B-Lymphozyten produziert (Ware et al., 1995; 1996; Browning et al., 1997). Sowohl T- als auch B-
Lymphozyten wurden im Tiermodell in atherosklerotischen Lisionen gefunden (Zhou et al., 1999; De Boeur
et al., 1999; Reoselaar et al., 1996). TNFB fordert die Inflammation, besitzt chemokine Wirkung und spielt
bei der Lymphozytenaktivierung und -proliferation eine signifikante Rolle (Suen et al., 1997; Cuff et al,,
1998, 1999; Kulmburg et al., 1998). Dies sind Indizien, die auf eine Involvierung des TNFS in proatherogene
Prozesse hindeuten.

Das TNFB(-Gen bzw. TNFB-Protein wurde bisher kaum in Bezug auf Atherosklerose und koronare
Herzerkrankungen bzw. im Zusammenhang mit dem Wachstum atherosklerotischer Lésionen untersucht.
Eine kiirzlich erschienene Arbeit von Schreyer et al. (2002) geht auf die Bedeutung des TNFB-Proteins beim
Wachstum von sog. ,fatty streaks ein. Schreyer et al. ist es erstmalig gelungen, am Mausmodell zu zeigen,
dass TNFB innerhalb atherosklerotischer Lasionen exprimiert wird. Damit konnten sie beweisen, dass TNFf3
direkt am Wachstum atherosklerotischer Lasionen beteiligt ist. Aulerdem konnten sie feststellen, dass bei
den Mausen interessanterweise die Abwesenheit des TNFB- und nicht des TNFa-Proteins zur Abnahme der
GroBe von atherosklerotischen Lésionen fiihrte (Reduktion um 62 %). Schreyer et al. schlieBen nicht aus,
dass TNFB und nicht TNFa der primér-induzierende Mediator einer entziindlichen Reaktion ist, welcher
spiter zu sklerotischen Verdanderungen in der GefaBintima fiihrt. Der TNFB-Verlust hatte auflerdem eine
Verbesserung der Gesamt-Cholesterin- und Lipoproteinwerte zur Folge (Schreyer et al.,, 2002). Diese
Tatsache deutet darauf hin, dass die TNFB-Sekretion und der Lipidstoffwechsel eng ineinander greifende
Prozesse sind. Inwieweit hohere TNFB-Mengen den Lipidstoffwechsel beeinflussen und womdoglich dadurch
den atherosklerotischen Prozess begiinstigen ist noch unklar.

Es ist bekannt, dass TNFa und TNFB gleiche Rezeptoren benutzen (p55 und p75) (Ware et al., 1995; 1996).
Dabei  vermittelt p55 die meisten TNFa-assoziierten  Prozesse  wie  Induktion  der

Adhésionsmolekiilexpression (Neuman et al., 1996; Mackay et al., 1993), Apoptose (Liu et al., 1996;

69



4. Diskussion

Tartaglia et al., 1993) und Leukozyten-Chemotaxis (Neuman et al., 1996). Dagegen vermittelt p75 u.a.
solche Prozesse wie die T-Zellproliferation (Tartaglia et al., 1993; Grell et al., 1995), die Induktion TNFa.-
vermittelter Nekrose von Hautgewebe (Erickson et al., 1994) und die Repression TNFa-vermittelter
inflammatorischer Reaktionen (Peschon et al., 1998). Der Verlust des p55 bewirkt eine Erhoéhung des
Wachstums atherosklerotischer Lasionen, wohingegen der Verlust des p75 ohne Auswirkungen bleibt
(Schreyer et al., 1996; 2002). Dies deutet darauf hin, dass pS5 den primiren Rezeptor bei der Vermittlung
der Funktion vieler TNF-Liganden in atherosklerotischen Prozessen darstellt (Schreyer et al., 2002). In
diesem Zusammenhang miissten in weiterfithrenden klinischen Studien, die zur Aufkldrung der Rolle des
TNFB bei kardiovaskuldren Erkrankungen dienen, auch die Rezeptoren von TNFa und 8 und die dafiir

kodierenden Gene einbezogen werden.

4.3.4.1. TNFB-Polymorphismen und Manifestation der Atherosklerose

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die bereits beschriebenen polymorphen Varianten des TNFB-
Gens: IVS1+90A>G (Ncol-Polymorphismus) (Badenhoop et al., 1989; Dawkins et al., 1989; Fugger et al.,
1989), IVS1+206G>A (Ferencik et al., 1992), IVS1-13 12dupTC (TNFc-Mikrosatelliten-Polymorphismus),
CI13R (Fanning et al., 1997) und T60N (Messer et al., 1991) bzw. die neu identifizierten Varianten, c.1-
729A>G und c¢.7G>A, beziiglich ihrer Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen im Mitteldeutschen
Untersuchungskollektiv analysiert.

Wegen seines seltenen Vorkommens wurde der Basenaustausch c.1-729A>G (Genotypfrequenz der
Mutationstrager 0,04) aus der Assoziationsstudie ausgeschlossen.

Fiir die Polymorphismen IVSI+90A>G und IVS1+206G>C im Intron 1 des TNFB-Gens wurden keine
Unterschiede in der Genotyp- und Allelhdufigkeit zwischen den untersuchten Gruppen LBS, KOB und KHK
festgestellt. Die Differenzierung der KHK-Patienten in Subgruppen zeigte keine Assoziation zwischen den
beiden Polymorphismen und dem Manifestationsalter des 1. MI, der Uberlebenschance nach einem MI und

der Schwere der GefaB3erkrankung.

Bei der Untersuchung des T60N-Polymorphismus im Exon 3 des TNFB-Gens wurde in der Gruppe der KOB
eine Geschlechtsabhingigkeit fiir den homozygoten mutanten AA-Typ festgestellt. Die KOB-Frauen waren
im Vergleich zu KOB-Minnern signifikant hdufiger AA-Genotyptrager. Da in allen drei Vergleichsgruppen
der {iberwiegende Teil der Probanden ménnlich war, wurden deshalb in die weiterfiihrenden
Assoziationsstudien nur Ménner einbezogen. Bei der Untersuchung ménnlicher Probanden konnte mit Hilfe
des A-rezessiven genetischen Modells (AA vs. CC+CA) in der Gruppe der Patienten mit koronarer
Herzkrankheit eine signifikante Erh6hung des homozygoten mutanten AA-Genotyps im Vergleich zu den
Patienten mit glatten Koronarien festgestellt werden (13,8 % vs. 4,4 %; p < 0,05). Der Vergleich der
klinischen und biochemischen Parameter der AA- und CC+CA-Tréger zeigte eine signifikante Assoziation
des AA-Genotyps mit héheren Fibrinogenwerten (bei AA: 3,9 g/l vs. bei CC+CA: 3,4 g/l; p<0,05).
Fibrinogen stellt ein Akut-Phase-Protein (APP) dar, welches bei entziindlichen Prozessen durch Stimulation
von priméren Zytokinen wie TNFa und IL-6 in der Leber produziert wird (Castell et a., 1989). Es ist
bekannt, dass hohere Plasmakonzentrationen an Fibrinogen ein Zeichen fiir eine fortschreitende
Inflammation sind bzw. mit erhohter Atheroskleroseanfalligkeit assoziiert sind (de Maat et al., 1996). Diese
Ergebnisse der Mitteldeutschen Population lassen darauf schlieBen, dass die homozygoten AA-
Mutationstrdger zur erhohten Fibrinogen-Sekretion neigen und deshalb eine hoéhere Pridisposition zu

Entwicklung koronarer Herzkrankheit haben. Interessanterweise zeigten die gesunden maénnlichen
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Blutspender eine dhnliche Verteilung der AA-Triger wie die minnlichen KHK’s (13,8 %). Bei den LBS
wurden allerdings keine Fibrinogenwerte gemessen und auch keine Koronarangiographie durchgefiihrt.
Daher kann nicht angegeben werden, ob die AA-Triger der LBS-Gruppe bereits erhohte Fibrinogenwerte
hatten oder schon Ansdtze von atherosklerotisch veridnderten Koronarien aufwiesen. Es ist auch zu
vermerken, dass die LBS-Gruppe jiinger als die KOB-und die KHK-Gruppe war. Deshalb kdnnten unter den
LBS auch falsch-negative Probanden sein, die erst spiter die klinisch auffilligen Symptome einer koronaren
Atherosklerose entwickeln kdnnten.

Der T60N-Polymorphismus wurde bis jetzt beziiglich der koronaren Herzkrankheit beim Menschen nur von
Braun et al. (1998) untersucht. Sie hatten festgestellt, dass unter den KHK-Patienten diejenigen mit erhohtem
CRP-Level (ein Akut-Phase-Protein) und mit erhhtem Insulinspiegel signifikant hdufiger heterozygote CA-
Genotyptrager waren als die Patienten mit normalem Insulinspiegel bzw. niedrigen CRP-Mengen. Erhohte
Insulinkonzentrationen sind typisch beim Vorliegen einer koronaren Herzerkrankung. Die KHK-Patienten
sind oft charakterisiert durch mafig bis starke Insulinresistenz und Hypoglykédmie (Bressler et al.,1993). Dies
stellt einen unabhingigen Risikofaktor der Atherosklerose dar (Depres et al., 1996). Die CRP-Produktion
weist auf eine fortschreitende Inflammation hin. Die Assoziation des CA-Genotyps mit erhohtem CRP- und
Insulin-Spiegel spricht dafiir, dass bei den CA-Trigern der Inflammationsprozess in der GefdBintima
entweder durch APP’s direkt beschleunigt wurde oder die Gefd3e indirekt durch Insulinerhdhung betroffen
sind (Braun et al., 1998). Die Tatsache, dass Braun et al. (1998) den CA- und nicht den AA-Genotyp wie in
der vorliegende Studie als krankheitsassoziierenden Genotyp diskutieren, konnte am Geschlecht der
untersuchten Probanden liegen. In der vorliegenden Studie wurden wegen der Geschlechtsabhiangigkeit des
T60N-Polymorphismus in der KOB-Gruppe nur die ménnlichen Probanden einbezogen, wihrend in der
Braun-Studie keine geschlechtliche Differenzierung einbezogen wurde.

Im Einklang mit der vorliegenden Mitteldeutschen Studie haben Braun et al. keine Assoziation der T6ON-
Allele mit weiteren klinischen Parametern wie TG, HDL, Diabetes mellitus oder Hypertension feststellen
konnen.

Eine Unterteilung der KHK-Gruppe nach dem Manifestationsalter des 1. MI, der Schwere der
GefiBerkrankung oder der Uberlebenszeit nach einem koronaren Ereignis ergab zwischen den KHK-

Subgruppen keine Verteilungsunterschiede beziiglich der T6ON-Genotypen.

Neben dem T60N-Polymorphismus konnten in der vorliegenden Mitteldeutschen Studie fiir weitere drei
polymorphen Varianten im TNFB-Gen Assoziationen zur Atherosklerose nachgewiesen werden, fiir den
IVS1-13_12dupTC-Mikrosatelliten-Polymorphismus, den C13R-Polymorphismus im Exon 2 und dem neu
identifizierten Polymorphismus ¢.7G>A im untranslatierten Bereich des Exonsl, fiir die bisher noch keine
Assoziation zu kardiovaskuldren Erkrankungen beschrieben wurde.

Sowohl der IVS1-13_ 12dupTC- als auch der C13R-Polymoprhismus scheint in der vorliegenden Studie eine
signifikante Rolle bei der Frithmanifestation des Myokardinfarkts zu spielen. Die homozygoten mutanten
Genotypen 10/10 (fiir [IVS1-13_12dupTC) und CC (fiir C13R) traten in der Gruppe der KHK-Patienten, die
im extrem frithen Lebensalter ihren ersten MI erlitten haben (1.MI <= 40 Jahre), im Vergleich zu Patienten,
die den 1.MI im hoheren Alter (> 40 Jahre) erlitten, signifikant hdufiger auf. Daraus ergab sich fiir die
homozygoten 10/10- und CC-Trager ein 3fach erhohtes Risiko vor ihrem 41. Lebensjahr einen MI zu
erleiden. Bei den 10/10- und CC-Trdgern wurden keine deutlichen Unterschiede im Lipidprofil, in
Fibrinogen- und HDL-Werten im Vergleich zu den Wildtyptrdagern festgestellt. Auch der Anteil an Patienten

mit Hypertension, Diabetes mellitus und an Rauchern war in beiden Subgruppen (1.MI <= 40 Jahre vs. 1.MI
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> 40 Jahre) dhnlich. Um die funktionelle Bedeutung dieser Polymorphismen zu ermitteln, sollten die
verschiedenen Genotypen in weiteren Studien auf transkriptorischer und translatorischer Ebene untersucht
werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine neue polymorphe Variante ¢.7G>A in der 5‘-UTR-Region
vom TNFB-Gen detektiert werden, die eine signifikante Assoziation zu pathogenen Lipidwerten und zum
Vorkommen einer KHK aufweist. Die homozygoten mutanten AA-Trager waren in der Gruppe der Patienten
mit koronarer Herzerkrankung signifikant hdufiger als in den Vergleichgruppen LBS und KOB (AA bei
LBS: 6,8 %; bei KOB: 7,7 %; KHK: 13,4 %, p < 0,05). Bei Betrachtung der biochemischen Werte der
verschiedenen Genotypen wurde deutlich, dass die AA- im Gegensatz zu den GA+GG-Genotyptragern
signifikant erh6hte TCHOL- und LDL-Werte hatten. Daraus 148t sich schlieen, dass die AA-Triger mit
ihren schlechteren Lipidwerte eine hohere Priadisposition zu koronaren Herzerkrankungen besitzen konnten.
Um eine mogliche Konsequenz des neu detektierten Basenaustausches ¢.7G>A im TNFB-Gen zu ermitteln,
wurde die Faltungsstruktur der TNFB-RNA mit Hilfe des Programms ,,RNAfold Vers. 3.0 (Zuker und
Turner, 1999) untersucht. Im Bereich der markierten Struktur (Abb. 29a) befindet sich der detektierte
Polymorphismus. Der Austausch der Base ¢.7G>A kann zu einer Anderung der 3-dimensionalen RNA-
Faltungsstruktur im umliegenden Bereich fithren (Abb. 29b) und sich méglicherweise auf die Transkription
und damit auf die Proteinexpression der TNFB-RNA auswirken. Auch hier wire es sinnvoll, in weiteren
Studien die TNFB-mRNA- und Proteinexpression zu untersuchen, um weitere Details iiber die funktionellen

Auswirkungen des ¢.7G>A-Polymorphismus zu ermitteln.

a) b)

Abb. 29: TNFB-RNA-Faltung: a) Wildtyp c¢.7: Guanin (freie Energie = -277,2 kcal/mol); b) Mutation c.7:
Adenin (freie Energie = 270,0 kcal/mol); Pfeil: markiert die Stelle der polymorphen Variante ¢.7G>A.

72



4. Diskussion

4.4. Risikofaktoren der Angiogenese

4.4.1. Wachstumsfaktor FGF-2, dessen Co-Faktor HSPG-2 und Atherosklerose

Die Makrophagen durchlaufen wéhrend des Prozesses der Rekrutierung aus der Blutbahn einen
Differenzierungsprozess, so dass sie sich am Ende zu gewebsspezifischen Makrophagen mit
charakteristischer Oberflichenstruktur umwandeln. Sie sind dann in der Lage, Antigene zu exprimieren,
Zytokine und Wachstumsfaktoren zu synthetisieren und haben eine erhohte phagozytotische Aktivitit (Werb
et al., 1992). FGF-2 stellt neben VEGF und EGF einen wichtigen Wachstumsfaktor dar, der von aktivierten
Monozyten/Makrophagen zur Regulation des Gewebswachstums bzw. der Angiogenese freigesetzt wird
(Auger et al., 1992; Werb et al., 1992). FGF-2 ist normalerweise in solche physiologische Prozesse wie
Wundheilung (Rappolee et al., 1988) und Inflammation (Baird et al., 1985) involviert. AuBerdem fordert
FGF-2 das Wachstum von mesenchymalem Gewebe, 16st die Proliferation von Fibroblasten, Gefdllendothel-
und glatten Muskelzellen aus und begiinstigt dadurch die Angiogenese bzw. die Arteriogenese (Burgess et
al., 1989; Leung et al. 1989; Besner et al., 1990; Polverini et al., 1984; Sunderkotter et al., 1994; Arras et al.,
1998). In letzter Zeit wurden mehrere Versuche gestartet, therapeutische Anséitze mit Einsatz von exogenem
FGF-2 zu entwickeln. Sowohl an Tiermodellen als auch in klinischen Studien konnte bereits erfolgreich der
positive Effekt des FGF-2 bei der Koordination der Angiogenese demonstriert werden (Ruel et al., 2002;
Epstein et al., 2001; Bauters et al., 1997; Pieper et al., 2002). Auch exogen induzierte Modifikationen an
FGF-2 scheinen in vivo einen biologischen Effekt auf diesen Wachstumsfaktor auszuiiben (Facchiano et al.,
2002). Es muss noch geklart werden, ob FGF-2 direkt die Entwicklung des kollateralen Blutflusses
beeinflussen kann oder nur eine sekundére Rolle bei der GefaBformation ausiibt. Ebenfalls wird noch
diskutiert, ob es im Fall einer FGF-2-Uberexpression oder einer exogenen FGF-2-Zufuhr zu einer
Beschleunigung bzw. im Fall der Zerstérung des FGF-2-Gens oder Neutralisation des FGF-2-Proteins durch
Antikdrper zu einer Verzogerung der Angiogenese kommen wiirde (Scholz et al., 2002). Die FGF-2-
Therapie konnte solche ungiinstige Nebenwirkungen wie Neovaskularisierung von Nicht-Target-Gewebe,
Induktion der Proliferation von glatten Muskelzellen bzw. Induktion und Expansion der Instabilitéit
atherosklerotischer Plaques hervorrufen (Eppstein et al., 2001). Inwieweit die genetische Pradisposition
einzelner Individuen beziiglich der FGF-2-Expression diese Gentherapie beeinflussen konnte, wurde bisher
nicht untersucht.

In der vorliegenden Mitteldeutschen Studie wurde eine polymorphe Variante des FGF-2, der ¢.223C>T-
Polymorphismus (Handschug; 1998) im untranslatierten Bereich des Exons 1, untersucht. Der
Basenaustausch C > T édndert wie beschrieben die Sekundirstruktur der FGF-2-mRNA und bewirkt
moglicherweise eine geringere Bindung von Translationsfaktoren (Handschug; 1998). Es konnte keine
Assoziation dieses Polymorphismus mit klassischen Risikofaktoren der Atherosklerose wie Alter,
Geschlecht, Raucherstatus, BMI, Hypertension, Diabetes mellitus, Lp (a), TCHOL, HDL-Cholesterol, LDL-
Cholesterol oder Triglyceride festgestellt werden. Die Analyse der Daten der Genotypverteilungen des
¢.223C>T-Polymorphismus sowohl nach einem kodominanten als auch einem dominanten bzw. rezessiven
Modell ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen KOB und KHK. Um eine
Auswirkung des ¢.223C>T-Polymorphismus auf die FGF-2-Expression zu untersuchen, wurden in den
Probandengruppen KOB und KHK die FGF-2-mRNA- und Proteinexpressionen ermittelt und anschlieBend
zu den ¢.223C>T-Genotypen assoziiert. Um mogliche bereits beschriebene zirkadiane Schwankungen der
FGF-2-Expression (Liu et al., 2002) zu vermeiden, wurde die Blutabnahme bei allen untersuchten Probanden
einheitlich morgens um 8 Uhr und unmittelbar danach die mRNA- und Proteinpriaparation durchgefiihrt. In
beiden untersuchten Gruppen KOB und KHK zeigten die homozygoten CC-Wildtyptrager des ¢.223C>T-
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Polymorphismus unabhéngig vom Koronarstatus die hdchste Expression sowohl auf der mRNA- als auch auf
der Protein-Ebene. Die TT-Genotyptrager hatten dagegen die niedrigste FGF-2-mRNA und -
Proteinexpression. Damit ist es erstmalig gelungen eine genetische Variation im FGF-2-Gen zu finden, die
sich direkt auf die mRNA- und Protein-Expression dieses Gens auswirkt. Diese strenge intraindividuelle
FGF-2-Genotyp-Phenotyp-Assoziation sollte in weiteren klinischen Studien als mogliche Ursache fiir eine
unterschiedliche Ansprechbarkeit der Probanden bei FGF-2-Applikation beriicksichtigt werden. Der
Gebrauch des FGF-2 als Therapeutikum miisste auf jeden Fall sorgfiltig auf die Zielperson adjustiert

werden.

Die biologische Aktivitit der meisten Wachstumsfaktoren, darunter auch vom FGF-2, wird durch ihre
Interaktion mit HSPG’s reguliert (Auger et al., 1992). Die HSPG’s werden von Fibroblasten und
Myofibroblasten exprimiert (Aviezer et al., 1994). Die HSPG’s, welche an der Zelloberfliche benachbarter
Zellen oder in der extrazelluldren Matrix vorkommen, begrenzen die Diffusion von Wachstumsfaktoren ins
Gewebe und verhindern ihre Degradation durch proteolytische Enzyme (Saksela et al., 1988). Auflerdem
schiitzen sie die Wachstumsfaktoren vor Hitzeinaktivierung und vor extremen pH-Schwankungen
(Klagsbrun et al., 1992). Die wichtigste Funktion der Zelloberflichen-HSPG’s ist die Aufrechterhaltung der
Bindung zwischen Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren (FGFR’s, Tyrosin-Kinasen) (Yayon et al.,
1991; Ornitz et al., 1992; Mason et al., 1994). Li et al. (1994) konnten in in vitro-Experimenten zeigen, dass
die Hemmung der FGF-2/HSPG-Bindung eine geringere FGF/Rezeptor-Bindung zur Folge hat und weiterhin
zur Erhohung der Mitogenese, Induktion des Plasminogenaktivators und zur Angiogenese fiihrt. Auch die
HSPG-Mengen haben eine Auswirkung auf die FGF-Funktion. So konnten Zhao et al. (1994) und Nakahama
et al. (2000) zeigen, dass reduzierte Mengen an HSPG-2 die Proliferation der glatten Muskelzellen inhibieren
und eine HSPG-2-Erhdhung die Mitogenese bzw. die Angiogenese steigert. Erhohte Mengen an HSPG-2
wurden in Arealen des Myokardinfarkts beobachtet (Nakahama et al., 2000).

Kallunki et al. (1991) beschrieben einen Polymorphismus im HSPG-2-Gen (BamHI-Polymorphismus, IVS6-
86G>T), der mit reduzierten Apo-B-Mengen assoziiert war (Hansen et al., 1997; Cai et al., 2000). Diese
Beziehung zum Apo-B-Stoffwechsel 148t vermuten, dass dieser Polymorphismus einen weiteren Risikofaktor
des Lipidstoffwechsels darstellt.

In der vorliegenden Mitteldeutschen Studie wurde der BamHI-Polymorphismus des HSPG-2 auf Assoziation
zur koronaren Herzkrankheit untersucht bzw. eine mogliche Auswirkung der verschiedenen BamHI-
Genotypen auf die FGF-2-Expression analysiert.

Im Vergleich zur Studie von Cai et al. (2000), die eine Assoziation des homozygoten mutanten TT-Genotyps
mit erniedrigten Apo-B-Werten fanden, wurde in der Mitteldeutschen KOB-Gruppe eine signifikante
Assoziation des TT-Genotyps mit erniedrigten Lp (a)-Werten festgestellt. In der KHK-Gruppe blieb diese
Tendenz erhalten. Die Vermutung, dass der mutante TT-Genotyp mit besseren Lp(a)-Werten auch protektive
Auswirkung beim Vorkommen einer koronaren Herzerkrankung hat, wurde durch Assoziationsstudien in der
vorliegenden Arbeit belegt. Demzufolge hatten die gesunden Blutspender die grofBte Haufigkeit an TT-
Tragern, was im Vergleich zu den KHK-Patienten signifikant war (7% bei LBS vs. 1,8 % bei KHK; p <
0,05). Daraus ergab sich fiir die TT-Tréager ein 4-fach erniedrigtes Risiko, eine KHK zu entwickeln (RR: 4,2;
KI: 1,42-12,4). Im Vergleich dazu betrug der TT-Anteil in der Gruppe der KOB-Patienten 4 %. Weiterhin
wurde untersucht, ob der TT-Typ mit der FGF-2-Expression assoziiert. Es konnte feststellt werden, dass die
TT-Triger in den Gruppen KHK und KOB sowohl auf der mRNA-Ebene als auch auf der Protein-Ebene
niedrigere FGF-2-Expressionen aufwiesen als die GT + GG-Tréger, was auf eine niedrigere FGF-2-Aktivitit
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hindeutet. Ob eine héhere oder eine niedrigere FGF-2-Exression direkt vom HSPG-2-Genotyp beeinflusst
werden oder indirekt {iber Regulationsmechanismen zustande kommen, muss in weiteren Studien detaillierter

untersucht werden.

4.5. Endotheliale Dysfunktion

4.5.1. E298D-Polymorphismus im NOS-3-Gen und Atherosklerose

Das Endothelium der Blutgefdfe ist fiir die Regulation des vasomotorischen Tonus und des Blutdruckes
verantwortlich (Rankinen et al., 2000). Im Regulationsprozess der endothelabhéngigen Gefalerweiterung
und der Entspannung der glatten GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle cell, VSMC) spielt das
Stickstoffmonoxid (NO) eine der Schliisselrollen. NO reduziert die Proliferation der VSMC, die Adhésion
der Thrombozyten (platelets) und Leukozyten. AuBBerdem verringert das NO die Permeabilitdt des Endothels
und die Synthese des extrazelluliren Matrixkollagens (Moncada et al., 1993; Draijer et al., 1995; Myers et
al., 1998).

Das NO wird aus L-Arginin durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) permanent produziert. Von Cayatte
et al. (1994) und Aji et al. (1997) wurde bereits an Tiermodellen beobachtet, dass eNOS-Hemmung den
Prozess der Atherosklerose beschleunigt und eNOS-Zugabe die Atheroskleroseentstehung verhindert. eNOS-
knockout Méause zeigten einen signifikant hoheren Blutdruck (Hypertoniker) als die Wildtyp-Méause (Stauss
et al., 1999), wohingegen die Miuse mit eNOS-Uberexpression Hypotoniker (niedriger Blutdruck) waren
(Ohashi et al., 1998). Spiter wurde festgestellt, dass eine solche endotheliale Dysfunktion fiir Patienten mit
Atherosklerose charakteristisch ist (Wever et al., 1998). Die Inhibierung der eNOS fiihrt auch bei Menschen
zur Erh6hung des Blutdruckes (Sander et al., 1999; Zatz et al., 1998).

Storungen im NO-Stoffwechsel im Fall einer Atherosklerose, eines MI oder im Fall koronarer Spasmen
konnen genetisch bedingt sein (Kugiyama et al., 1996; Wang et al., 1996; Ichihara et al., 1998; Shimasaki et
al., 1998; Nakayama et al., 1999). Ein Transfer mit dem NOS-3-Gen verbesserte in in vitro die endotheliale
Funktion und forderte die GefalBerweiterung (Lake-Bruse et al., 1999; Varenne et al., 1998). Wang et al.
(1997), Adachi et al. (1998) und Tsukada et al. (1998) demonstrierten die Abhingigkeit der humanen NO-
Metabolit-Menge im Plasma vom jeweiligen Genotyp.

Yoshimura et al. (1998) beschrieben erstmalig einen Polymorphismus im NOS-3-Gen, E298D (Transversion
G>T, Glu>Asp), der mit dem Auftreten koronarer Spasmen assoziiert war. Weiterhin konnte das T-Allel mit
Hypertension (Miyamoto et al., 1998), mit erhohtem Atherosklerose-Risiko (Hingorani et al., 1999), mit MI
(Hibi et al., 1998; Shimasaki et al., 1998) und Schlaganfall (Elbaz et al., 1999; 2000) assoziiert werden.
Philip et al. (1999) stellten bei T-Alleltrigern eine verminderte Reaktionsfdhigkeit der GefiBle auf
Druckschwankungen fest und vermuteten bei T-Alleltrdgern eine Reduktion der NO-Produktion. Das Kodon
298 ist innerhalb der ,,amino-terminal oxygenase domain‘ der eNOS lokalisiert, welche Bindungsstellen fiir
Héam, Tetrahydrobiopterin und L-Arginin beinhaltet (Raman et al., 1998). Ob der E298D-Polymorphismus
eine Auswirkung auf die Bindungféhigkeit oder andere Funktionen der Oxygenase-Doméne hat, ist noch
unklar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der E298D-Polymorphismus am Mitteldeutschen
Patientenkollektiv beziiglich der Risikokonstellation bei Atherosklerose untersucht. Unsere Ergebnisse
widersprechen der Annahme, dass Personen mit mutantem T-Allel bzw. mit dem homozygoten TT-Genotyp
eine hohere Préidisposition zu einer kardiovaskuldren Erkrankung oder zu einer koronaren Herzerkrankung
haben. Im Gegensatz zu vielen Studien zeigten unsere Kontrollprobanden (LBS-Gruppe) die hochste
Haufigkeit an TT-Genotyptragern (10,3 %). Die KOB- und die KHK-Patienten zeigten seltener den
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homozygoten mutanten Typ (6,2 % und 6,6 %). Eine Analyse der KHK-Patienten beziiglich des Alters bei
1.MI und der Uberlebenszeit nach 1.MI deutete auf eine eher geringere Rolle dieses Polymorphismus bei der
frithzeitigen Manifestation der KHK und der Prognose nach einem MI hin. Lediglich die KHK-Patienten mit
Ein-GefaBerkrankung (Ein-GE) hatten im Vergleich zu denen mit Zwei- oder Mehr-GE eine groBere
Haufigkeit an TT-Genotyptragern (11,3 % bei Ein-GE vs. 5,3 % bei Zwei-GE und 2,8 % bei Mehr-GE; n.s.).
Damit hatten die Ein-GE-Patienten zusammen mit den LBS die hochste Anzahl an TT-Trdgern. Es ist
schwierig bei solchen widerspriichlichen Resultaten Schlulfolgerungen iiber die Rolle dieses
Polymorphismus bei der Atherosklerose zu ziehen. Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen die Studien von
Liyou et al. (1998), Cai et al. (1999), Kato et al. (1999), Akar et al., (1999) und MacLeod et al. (2000), die
ebenfalls keine Assoziation des E298D-Polymorphismus mit kardiovaskuldren Erkrankungen wie koronare
Herzkrankheit, Schlaganfall oder Hypertonie gefunden hatten.

Sanchez-Guerra et al. (2001), die den E298D-Polymorphismus bei Alzheimer Erkrankung untersuchten und
im Gegensatz zu mehreren anderen Studien keine Assoziation zwischen den E298D-Genotypen und dieser
Erkrankung gefunden hatten, erkldrten die Unstimmigkeiten verschiedener Studien durch eine
unterschiedliche Funktion des E298D-Polymorphismus in verschiedenen Populationen. Bei der
Risikokonstellation der Atherosklerose bzw. koronarer Herzerkrankung konnte der E298D-Polymorphismus
auch wie im Fall der Patienten mit Alzheimer Erkrankung (Sanchez-Guerra et al., 2001) in der deutschen
Bevolkerung eine geringere Rolle spielen als z.B. in der japanischen Bevolkerung, in der der E298D-
Genotyp mit der Entwicklung einer KHK assoziiert wurde (Hibi et al., 1998; Shimasaki et al., 1998). Die
Zusammenstellung der TT-Héufigkeiten aus verschiedenen Studien zeigt eine deutliche Variation der TT-

Haufigkeit zwischen den Populationen (Tab. 21).

Tabelle 21:  Haufigkeit der TT-Genotyptrager (E/E) in verschiedenen Populationen (gesunde
Kontrollprobanden dargestellt).

TT-Héufigkeit (%) TT-Héufigkeit (%) Population Referenz
Kontrollprobanden Patienten
8,3 10,1 (Asthma) Tschechien Holla et al., 2002
9 21,2 (koronare Spasmen) Japan Yoshimura et al., 1998
10,2 35,9 (KHK) England Hingorani et al., 1999
8,7 18,1 (MI) England Hingorani et al., 1999
10,3 6,6 (KHK) Deutschland vorliegende Studie
10,3 6 (MI) Deutschland vorliegende Studie
13,9 12,4 (KHK) Australien Cai etal., 1999
14,1 13,3 (Schlaganfall) Frankreich Elbaz et al., 2000
15,1 - Amerika, weill Rankinen et al., 2000

4.6. Homocystein-Stoffwechsel

4.6.1. A222V-Polymorphismus im MTHFR-Gen und Atherosklerose

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls die Methylentetrahydrofolat-Reduktase als potentieller
Risikofaktor fiir die Atherosklerose untersucht.

MTHFR spielt eine bedeutende Rolle im Homocystein-Stoffwechsel. Dieses Enzym Kkatalysiert die
Umwandlung von 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat, welches seinerseits den
Methylgruppen-Donator in der B12-abhéngigen Remethylierung von Homocystein zu Methionin darstellt.
Es ist bekannt, dass reduzierte Mengen an MTHFR mit einer Hyperhomocysteindmie oder einer
Homocystinurie (seltene angeborene Stoffwechselkrankheit, charakterisiert durch stark erhShten

Homocystein-Spiegel) assoziiert sind (Hanson et al., 2001). Erhohte Mengen an Homocystein stellen einen
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Risikofaktor fiir occlusive Gefalerkrankungen (Boers et al.,, 1985; Clarke et al., 1991) bzw. fir
Venenthrombosen dar (den Heijer et al., 1996; D’Angelo et al., 1997). Viele Studien ergaben, dass ein
Anstieg der totalen Homocysteinmenge das Risiko fiir koronare Herzerkrankungen erheblich erhéhen kann
(Stampfer et al., 1992; Arnesen et al., 1995; Boushey et al., 1995; Bostom et al., 1995; Graham et al., 1997).
Frosst et al. (1995) beschrieben im MTHFR-Gen einen Polymorphismus (A222V), der moglicherweise die
Enzymaktivitit beeinflusst. Kang et al. (1991) zeigten, dass die Transition C nach T (Ala > Val) mit der
thermolabilen Form dieses Enzyms assoziiert ist und die Enzymaktivitit reduziert. Eine Reduktion der
MTHFR-Aktivitdt fiihrt bekanntlich zum pathogenen Anstieg der Homocysteinwerte. Weitere Studien haben
gezeigt, dass der homozygote mutante TT-Typ mit erhohten Homocysteinmengen assoziiert ist, was sich
besonders deutlich bei Folat-Mangel auspriagen kann (Jacques et al., 1996; Togozoglu et al., 1999). Parallel
dazu konnte durch andere Studien belegt werden, dass der TT-Genotyp mit einem hoheren MI- bzw.
Atheroskleroserisiko assoziiert ist (Kluijtmans et al., 1996; Morita et al., 1997; Gardemann et al., 1999;
Gulec et al., 2001).

Neben den Studien, die auf einen Zusammenhang des A222V-Genotyps im MTHFR-Gen mit dem
Vorkommen atherosklerotischer Erkrankungen hindeuten, gibt es =zahlreiche Arbeiten, die dem
widersprechen bzw. keine Assoziation dieses Polymorphismus mit dem Auftreten kardiovaskuldrer
Erkrankungen finden konnten (Ma et al., 1996; van Bockxmeer et al., 1997; Christensen et al., 1997;
Verhoef et al.,, 1997, Meisel et al., 2001; Nishio et al., 1996; Muckherjee et al., 2002). Diese
widerspriichlichen Ergebnisse sind wahrscheinlich die Folge groBer ethnischer Unterschiede in der
Genotypverteilung des A222V-Polymorphismus. Von Todesco et al. (1999) wurden die Ergebnisse mehrerer
Studien verglichen. Daraus ist es ersichtlich, dass schon in der gesunden Kontrollpopulation verschiedener
ethnischer Gruppen signifikante Unterschiede in der TT-Verteilung vorliegen kénnen (Tab. 22). Die TT-
Haufigkeit kann, wie es aus der Tabelle zu ersehen ist, von 0 bis 30 % variieren.

Tabelle 22:  Haufigkeit der TT-Genotyptrager in verschiedenen ethnischen Gruppen (gesunde
Kontrollprobanden dargestellt) (modifiziert nach Todesco et al., 1999).

TT-Hiufigkeit (%) Population Bemerkung Referenz
0 Amerika, schwarz Neugeborene Stevenson et al., 1997
5 Dénemark van der Put et al., 1995; Kluijtmans et al., 1996
6 Irland Whitehead et al., 1995
8 Schweiz dltere Kontrollgruppe Todesco et al., 1999
12 Amerika, weil} Neugeborene Frosst et al., 1995; Stevenson et al., 1997
13,6 Deutschland vorliegende Studie
16 Schweiz jiingere Kontrollgruppe Todesco et al., 1999
17 Kanada Jacques et al., 1996
30 Italien Abbate et al., 1998

Die Ergebnisse der Mitteldeutschen Population sprechen eher dafiir, dass der TT-Genotyp bei koronarer
Herzkrankheit eine geringere Rolle spielt. Im Gegensatz zu den Resultaten von Kluijtmans et al. (1996),
Morita et al. (1997), Gardemann et al. (1999) und Gulec et al. (2001) zeigten die mitteldeutschen KHK-
Patienten die niedrigste TT-Haufigkeit (8,7 %) innerhalb der 3 Vergleichsgruppen. Den hdchsten Anteil an
homozygoten TT-Mutationstragern zeigten die Patienten mit glatten Koronarien (16,5 %). Die TT-
Haufigkeit bei den gesunden Blutspendern (13,6 %) war vergleichbar mit der TT-Héaufigkeit in einer
jingeren Schweizer und in einer wei3-amerikanischen Kontrollgruppe (Tab. 26). Die weiblichen Probanden
wurden aus den Auswertungen ausgeschlossen, da in der KOB-Gruppe eine Geschlechtsabhidngigkeit des

A222V-Polymorphismus beobachtet wurde (KOB-Frauen waren 3 mal hdufiger TT-Tréger als die Ménner).
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Der A222V-Polymorphismus war auch nicht mit klinischen und biochemischen Parametern assoziiert. Es
gab keine Unterschiede zwischen den TT-Trdgern und CC+CT-Trédgern. Die Aufteilung der KHK-Gruppe in
Subgruppen (1. MI <= 45 Jahre vs. > 45 Jahre; UL <=1 Jahr vs. > 1 Jahr und Ein-GE vs. 2- oder Mehr-GE)
ergab keinen Hinweis darauf, dass dieser MTHFR-Polymorphismus mit der Manifestation, Verlauf und

Schwere des MI assoziiert wére.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Charakterisierung der Assoziation der polymorphen Varianten von 6
ausgewihlten Kandidatengenen der Atherosklerose (TNFa, TNFB, FGF-2, HSPG-2, NOS-3 und MTHFR)
mit der Initiation, Progredienz und der klinischen Manifestation der Atherosklerose eine klinische Fall-
Kontroll-Studie an gesunden Langzeitblutspendern und an zwei angiographisch untersuchten
Patientengruppen KOB (koronar ohne Befund) und KHK (koronare Herzkrankheit) einer Mitteldeutschen
Population durchgefiihrt. Fiir TNFa und FGF-2 wurden dariiber hinaus Expressionsstudien auf der mRNA-
bzw. Protein-Ebene durchgefiihrt und auf Assoziation zu den genetischen Daten bzw. klinischen und

paraklinischen Werten der Patienten untersucht.

Daraus ergaben sich folgende Resultate:

1. Die KOB-Patienten hatten im Vergleich zu den KHK-Patienten signifikant bessere Werte des
Lipidstoffwechsels (TCHOL, LDL, Triglyceride, Lp (a) und HDL) sowie der Fibrinolyse (Fibrinogen)
und waren signifikant seltener Raucher. Ob das Befinden der KOB-Patienten, die u.a. wegen
psychogenen Brustschmerzen und atypischen A. pectoris Beschwerden einer Angiographie unterzogen
wurden, die ,,Vorstufe* einer koronaren Herzkrankheit bzw. Atherosklerose darstellt, ist unklar. Deshalb
wire es informativ die KOB-Patienten prospektiv zu beobachten, ob sie im weiteren Verlauf eine
Atherosklerose entwickeln.

2. 4 neue polymorphe Varianten wurden mittels ,,SSCP-screening“-Methode in den Genen TNFa und TNFf3
identifiziert (TNFo: P84L und IVS3+51A>G; TNFB: ¢.1-729A>G und ¢.7G>A), wobei P84L und c.1-
729A>G selten vorkamen (Frequenz < 0,02).

a) IVS3+51A>G-Polymorphismus im TNFa-Gen konnte mit der Schwere der koronaren Gefaferkrankung
(GE) assoziiert werden: die G-Alleltrager entwickelten signifikant hiufiger eine Mehr-GE als die AA-
Genotyptrager (p < 0,05). Auf mRNA-Ebene zeigten die verschiedenen Genotypen keine auffilligen
Unterschiede. Weitere Untersuchungen einschlielich Proteinexpression sollten durchgefiihrt werden um
mogliche Genotyp-Genprodukt-Assoziationen ndher zu charakterisieren.

b) ¢.7G>A-Polymorphismus im TNFB-Gen scheint mit den Lipidwerten der Probanden in Zusammenhang zu
stehen. Die AA-Genotyptrager hatten signifikant erhohte Lipidwerte wie TCHOL und LDL und
entwickelten signifikant hdufiger eine KHK als die GA+GG-Genotyptriger (p < 0,05).

3. Mittels neu etablierter quantitativer PCR-Methoden wurden in den LBS-, KOB- und KHK-Gruppen die
TNFo- und FGF-2-mRNA-Expressionen ermittelt (methodischer Fehler < 10 %). Der methodischer
Fehler der ELISA-Analysen zur Ermittlung der FGF-2-Proteinexpression betrug 10,8 %.

4. Mittels einer zirkadianen Studie wurde unabhdngig vom Geschlecht und Alter der untersuchten
Probanden morgens die niedrigsten TNFa-mRNA-Spiegel gemessen, die im Laufe des Tages signifikant
anstiegen. Zum Abend hin nahm die Expression sowohl bei Méannern als auch bei Frauen wieder ab. Die
Frauen erreichten am Tag die hochsten TNFa-mRNA-Werte. Die Tatsache, dass die weiblichen
Probanden im Laufe des Tages hohere TNFa-mRNA-Werte als die ménnlichen erreichten, welche sich
aber alle bis zur morgentlichen Messung wieder normalisierten, deutet auf bessere Regulationsfahigkeit
der TNFa-Expression bei den Frauen hin. Mit dieser Studie wurde erstmalig bewiesen, dass die humane
ex vivo TNFa-mRNA-Expression einer tageszeitlichen Rhythmik unterliegt.

5. Um beschriebene tageszeitliche Schwankungen der FGF-2-mRNA- und Proteinexpression (Liu et al.,

2002) und die in der vorliegenden Arbeit ermittelten tageszeitlichen Verdnderungen der TNFo-mRNA-
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Expression zu beriicksichtigen wurden fiir die klinischen Assoziationsuntersuchungen nur morgentlich
abgenommene Blutproben analysiert.

6. Eine altersabhidngige Erhohung der TNFa-mRNA-Expression wurde bei gesunden Langzeitblutspendern
festgestellt. Wahrend bei den Ménnern die TNFa-mRNA-Expression allmihlich anstieg, zeigten die
Frauen ab dem 50. Lebensjahr eine drastische Erhohung der Werte. Dies bestitigt die Vermutung, dass
die Einstellung der Ovarienfunktion in der Menopause bzw. die Reduktion des Ostrogens mit Erhohung
der Zytokinproduktion verbunden ist.

7. Die Zunahme der Zytokinproduktion stellt einen bedeutenden Risikofaktor bei der Entwicklung einer
koronaren Herzkrankheit bzw. Atherosklerose dar. Die mRNA-Expression des TNFa-Gens ist mit der
individuellen genetischen Konstellation assoziiert. Dabei spielen 3 TNFa-Promotorpolymorphismen eine
determinierende Rolle:

a) ¢.1-308G>A-Polymorphismus liegt in einer Region, welche Homologie zur ,,consensus“-Bindungsstelle
des Transkriptionsaktivator-Proteins AP-2 zeigt. Ein Basenaustausch G>A Dbeeinflusst die
Bindungsaffinitit des AP-2 und fiihrt zu unterschiedlicher Expression der mRNA. Die GA+AA-
Genotyptrager zeigten eine hohere Pradisposition zur KHK-Entwicklung. Im Fall einer KHK zeigen die
GA+AA-Genotyptrager im Vergleich zu den GG-Trdgern ein frilheres Manifestationsalter und eine
schlechtere Prognose (1.MI <= 45 Jahre; UL <= 1Jahr und Mehr-GE), was vermutlich mit einer anhaltend
hoheren Zytokinproduktion nach einem koronaren Ereignis zusammenhédngt. Anhaltend hohe
Zytokinmengen sind als Risikofaktor nicht nur fiir Multiorganversagen und septischen Schockzustand
sondern auch fiir schwerwiegende Komplikationen nach einem Myokardinfakt anzusehen.

b) ¢.1-238G>A-Polymorphismus liegt in der sog. Y-Box, die den spezifischen nuklderen Faktor Y (NF-Y)
bindet, und dadurch die transkriptionelle Aktivitit des MHC-Klassell-Promotors mitbestimmt. In der
KHK-Gruppe wurde fiir die GA+AA-Genotyptrager im Vergleich zu den GG-Genotyptrigern ein
signifikant erh6htes Risiko, im juvenilen Alter (<= 45 Jahre) einen Myokardinfakt zu erleiden, ermittelt.
Diese Hochrisikopatienten zeigten signifikant erhohte TNFa-mRNA-Werte.

¢) Fiir den ¢.1-863C>A-Polymorphismus konnte gezeigt werden, dass das mutante A-Allel protektiv gegen
die Manifestation einer KHK wirkt. Im Fall der Manifestation einer KHK hatten die A-Alleltrager bessere
Uberlebenschance und entwickelten seltener eine Mehr-GE. Die vorliegenden Ergebnisse, die fiir A-
Alleltrager eine hohere TNFoa-mRNA-Expression zeigten, sowie die Studie von Skoog et al. (1999), die
eine Verminderung der TNFa-Proteinmenge bei den A-Alleltrdgern feststellte, lassen vermuten, dass A-
Alleltrager posttranskriptionell besser ,,down‘-reguliert werden und letztendlich bessere TNFa-Werte
aufweisen. Der Mechanismus der posttranskriptionelle Regulation bedarf weiterer Forschung.

8. Im TNFB-Gen wurde fiir weitere 3 Polymorphismen eine Assoziation zur Atherosklerose festgestellt:

a) Bei den méinnlichen Probanden war der AA-Genotyp (T60N) mit pathogen erhohten Fibrinogenwerten
assoziiert. Erhdhte Mengen an Fibrinogen, einem Akut-Phase-Protein, kennzeichnen eine fortschreitende
Inflammation. Die KHK-Patienten waren im Vergleich KOB-Patienten signifikant haufiger AA-
Genotyptrager. Damit kann der AA-Genotyp als ein Risikofaktor des Fibrinogenstoffwechsels angesehen
werden, der die Atheroskleroseanfilligkeit erhdht.

b) Bei den KHK-Probanden wurde festgestellt, dass die homozygoten mutanten Genotyptrager des IVSI-
13_12dupTC- und des CI13R-Polymorphismus im Vergleich zu Wildtyp-Alleltrdgern ein signifikant
hoheres Risiko haben, sehr frithzeitig (1.MI <= 40 Jahre) einen MI zu erleiden. Es wurde keine
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Assoziation dieser polymorphen Varianten zu weiteren klinischen und biochemischen Parametern der
Patienten gefunden.

9. Die Expressionsuntersuchungen am FGF-2-Gen haben gezeigt, dass die KHK-Patienten im Vergleich zu
den KOB-Patienten eine hohere FGF-2-mRNA und -Proteinexpression besitzen. Dies bestitigt die
Annahme, dass FGF-2 bei inflammatorischen Prozessen aktiviert wird und in die Prozesse der
Atherogenese involviert ist.

a) Die FGF-2-Expression konnte erstmalig in direkten Zusammenhang mit dem ¢.223C>T-Polymorphismus
im FGF-2-Gen (Handschug, 1998) gebracht werden. Die quantitativen Expressionsuntersuchungen am
FGF-2 zeigten, dass die CC-Genotyptriger in den Gruppen KOB und KHK unabhingig vom
Koronarstatus der Patienten die hochste FGF-2-Expression sowohl auf der mRNA- als auch Protein-
Ebene besitzen. Die TT-Genotyptréger hatten die niedrigste FGF-mRNA und -Proteinexpression. Diese
strenge intraindividuelle Genotyp-Phénotyp-Assoziation sollte in der Entwicklung exogener FGF-2-
Therapeutika beriicksichtigt werden. Eine sorgfiltige Adjustierung der einzusetzenden FGF-2-Mengen
auf die Zielperson ist daher notwendig.

10.Bei der Untersuchung des IVS6-86G>T (BamHI)-Polymorphismus im HSPG-2-Gen, dessen Genprodukt
einen regulierenden Cofaktor des FGF-2 im Prozess der Angiogenese darstellt, konnte festgestellt
werden, dass die TT-Genotyptrager niedrigere Lp (a)-Werte besallen und ein signifikant niedrigeres
Risiko fiir KHK aufwiesen. Auflerdem konnte der TT-Genotyp mit einer niedrigeren FGF-2-Expression
korreliert werden, was zusétzlich auf die protektive Rolle des TT-Genotyps hindeutet.

11.Das Vorkommen des A222V-Polymorphismus im MTHFR-Gen und des E298D-Polymorphismus im
NOS-3-Gen unterscheidet sich deutlich in verschiedenen ethnischen Gruppen. Es konnte keine
Assoziation zwischen den beiden Polymorphismen und kardiovaskuldren Erkrankungen gefunden
werden. Es wurden weder ein Zusammenhang beziiglich der klinischen und paraklinischen Daten der
Patienten noch beziiglich des Schweregrades der KHK, des Manifestationsalter der KHK und der

Uberlebenszeit nach einem MI ermittelt werden.

Die erzielten Resultate unterstreichen die Bedeutung einer differenzierten Betrachtung der Risikogene und
deren Polymorphismen beziiglich der Auswirkung auf Initiation, Progredienz oder klinische Manifestation
einer koronaren Herzerkrankung. Wichtig erscheint dabei auch die Beriicksichtigung des Alters, des
Geschlechts und der Abstammung (gleiche geographische Region) der zu untersuchenden Probanden.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Assoziationen fiir die 4 Polymorphismen im TNFo-Gen (c.1-
238G>A, ¢.1-308G>A, ¢.1-863C>A und IVS3+51A>QG), 4 Polymorphismen im TNFB-Gen (T60N, C13R,
IVS-13 12dupTC und c¢.7G>A) und fiir den IVS6-86G>T-Polymorphismus im HSPG-2-Gen zum
Vorkommen einer Atherosklerose sollten weiterhin im groeren Probandenkollektiv aus anderen ethnischen
Population iiberpriift werden. Im Fall der Bestitigung der vorliegenden Ergebnisse wire der Einsatz dieser
Polymorphismen als Risikomarker bei Erstellung des Risikoprofils eines Individuums im Rahmen einer

Frithdiagnose oder Therapie denkbar.
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