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1 Einleitung

1.1  Bedeutung der Himostase und hereditirer Priadispositionsfaktoren fiir die

koronare Herzerkrankung und ihre Komplikationen

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen heute die wichtigste Todesursache in den entwickelten
Industrielindern dar. Sowohl die Therapie der koronaren Herzerkrankung und ihrer
Komplikationen als auch die Behandlung von Schlaganfall und peripherer arterieller

Verschlusskrankheit beanspruchen einen grofen Teil der Gesundheitsausgaben.

Seit mehr als 40 Jahren werden mit den Ergebnissen der Framingham Study Hyper-
cholesterindmie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie als wesentliche
kausale Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung und den Myokardinfarkt angesehen
(Dawber und Kannel 1966). Es ist zweifellos belegt, dass {iiber diese konventionellen
Risikofaktoren hinaus genetische Faktoren einen wichtigen Beitrag zur Erkrankung liefern. Eine
Vielzahl von Fall-Kontroll-Studien und prospektiven Kohortenstudien, darunter die Framingham
Study und die Nurses Health Study, zeigten, dass die positive Familienanamnese erstgradiger
Verwandter einen weiteren unabhéngigen Risikofaktor fiir die koronare Herzerkrankung und den

Myokardinfarkt darstellt (Colditz et al. 1986; Schildkraut et al. 1989).

Die systematische Untersuchung und Aufkldrung genetischer Pradispositionsfaktoren fiir
komplexe Krankheitsbilder wie kardiovaskuldre Erkrankungen und ihre Komplikationen kdnnten
es ermoglichen, Patientenpopulationen mit einem besonderen Erkrankungsrisiko auf der Basis
genetischer Informationen besser zu identifizieren. Neben der Einschitzung des
Erkrankungsrisikos konnten durch die Einbeziehung genetischer Marker sowohl die Beratung
und Indikationsstellung zur Therapie der Patienten wie auch die Auswahl und Dosierung von

Arzneimitteln stirker individualisiert werden.

Zunehmend gibt es Beweise dafiir, dass verschiedenen Komponenten des Gerinnungssystems
eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose wie auch in der Entwicklung zur
Plaqueruptur und Bildung okklusiver Thromben zugeschrieben werden kann (Meade et al. 1986;
Hamsten et al. 1987; Kannel et al. 1987; Zaman et al. 2000). In den letzten Jahren konzentrierten
sich zahlreiche Untersuchungen auf die Bedeutung hidmostatischer Marker als thrombogene
Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung und deren Komplikationen, und es wurden
verschiedene genetische Mutationen, die Gerinnungsproteine beeinflussen, als prothrombotische

Risikofaktoren vorgeschlagen (Cushman 1999; Lane und Grant 2000).



1996 beschrieben niederlandische Untersucher erstmalig eine genetische Veranderung an der
Nukleotidposition 20210 des Prothrombingens (FIIG20210A), die mit einem fast dreifachen
Risikoanstieg fiir vendse Thrombose und einem erhohten Plasmaprothrombin assoziiert war
(Poort et al. 1996). Diese Beobachtungen konnten nachfolgend in anderen europdischen
Populationen bestdtigt werden (Brown et al. 1997; Cumming et al. 1997; Ferraresi et al. 1997;
Hillarp et al. 1997; Kyrle et al. 1998; Franco et al. 1999; von Ahsen et al. 2000; Soria et al. 2000;
Russo et al. 2001).

Prothrombin ist Vorldufer der Serinprotease Thrombin, einem Schliisselenzym in Prozessen der
Héamostase und Thrombose (Jackson 1994). Welche potentielle Rolle der funktionell bedeutsame
G20210A-Polymorphismus und Verdnderungen des Plasmaprothrombins beziiglich eines
erhohten Risikos fiir den chronischen multifaktoriellen Prozess der koronaren Herzerkrankung

und deren akute klinische Manifestationen spielen, ist jedoch bis dato umstritten.

Es wurde demonstriert, dass ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal3 der Aktivierung des
Gerinnungssystems, einschlielich der {ibermiBigen Thrombinbildung, und einem hohen Risiko
fiir eine schwerwiegende koronare Herzerkrankung besteht, und dass in der akuten Phase der
instabilen Angina pectoris und des Myokardinfarktes eine gesteigerte Aktivitit des Gerinnungs-
systems wie auch ein anhaltend hyperkoagulatorischer Zustand in den darauffolgenden sechs
Monaten nachweisbar sind (Merlini et al. 1994; Miller et al. 1996). Ferner waren erhdhte Spiegel
verschiedener Gerinnungsfaktoren und eine gesteigerte Gerinnungsaktivitit mit Koronararterien-
stenose assoziiert (Kienast et al. 1993; Heinrich et al. 1995). Aufgrund dieser Erkenntnisse und
der Beobachtung, dass die Prothrombinvariante G20210A nachweislich am Prozess der Arterien-
wandverdickung bei Individuen mit etablierter Atherosklerose beteiligt ist (Gerdes et al. 2002),
scheint es plausibel, dass die G20210A-Mutation und die mit ihr in Verbindung stehende
Hyperprothrombindmie auch zu einem erhohten Risiko fiir kardiovaskulidre Erkrankungen
beitragen konnten. Zahlreiche Studien haben den Zusammenhang zwischen FIIG20210A und

koronarer Herzerkrankung untersucht und widerspriichliche Ergebnisse erzielt.

In einigen kleineren Untersuchungen kaukasischer Patienten- und Kontrollkollektive war die
Triagerschaft der G20210A-Mutation mit einem erhdhten Risiko fiir die koronare Herz-
erkrankung beziehungsweise Myokardinfarkt assoziiert (Rosendaal et al. 1997; Watzke et al.
1997; Arruda et al. 1998; Doggen et al. 1998; Franco et al. 1999; Burzotta et al. 2002). Dartiber
hinaus konnte der FII-Polymorphismus in der bisher umfangreichsten Metaanalyse, die

insgesamt 40 Studien involvierte, als moderater, aber signifikanter Risikofaktor fiir die koronare



Herzerkrankung gesichert werden (Ye et al. 2006). Im Gegensatz dazu schlossen prospektive
Studien aus den USA, eine Vielzahl kleinerer Fall-Kontroll-Studien wie auch Metaanalysen
aufgrund ihrer Ergebnisse diese Zusammenhinge aus (Corral et al. 1997; Ferraresi et al. 1997,
Eikelboom et al. 1998; Ardissino et al. 1999; Croft et al. 1999; Prohaska et al. 1999; Redondo et
al. 1999; Ridker et al. 1999; Coulet et al. 2000; Russo et al. 2001; Wu et al. 2001; Durante-
Mangoni et al. 2002; Smiles et al. 2002; Kim et al. 2003; Zee et al. 2006).

Verschiedene Arbeiten deuteten aber auch darauf hin, dass das mit dem 20210A-Allel assoziierte
Risiko fiir Koronararterienthrombose wesentlich von dem Alter der Patienten, dem Ausmal3 der
Atherosklerose und der Prisenz anderer kardiovaskulédrer Risikofaktoren moduliert sein kdnnte.
So waren besonders Mutationstrdger mit zusétzlichen Hauptrisikofaktoren (Rosendaal et al.
1997; Doggen et al. 1998; Gardemann et al. 1999; Inbal et al. 1999), junge Patienten (Rosendaal
et al. 1997; Arruda et al. 1997; Franco et al. 1999; Boekholdt et al. 2001; Burzotta et al. 2004 b)
und Individuen mit begrenzter atherosklerotischer Beteiligung (Burzotta et al. 2000; van de
Water et al. 2000; Burzotta et al. 2002; French et al. 2003) von einem gesteigerten kardio-
vaskuldren Risiko betroffen. In anderen Studien wiederum ging die Prisenz des 20210A-Allels
gerade bei den Individuen, die keine weiteren konventionellen Risikofaktoren aufwiesen, mit
einem signifikant erhdhten Risiko fiir akute Koronarsyndrome wie auch einem ungiinstigen
Langzeitverlauf nach erstem akuten Koronarsyndrom einher (Burzotta et al. 2002; Burzotta et al.
2004 a). Die widerspriichlichen Resultate legen nahe, dass die Bedeutung der Prothrombin-
variante G20210A als genetischer Risikofaktor in verschiedenen Patientengruppen und

Populationen moglicherweise variieren kann und diesbeziiglich noch Klarungsbedarf besteht.

Dariiber hinaus existieren kaum Daten zur Bedeutung des prothrombotischen G20210A-
Polymorphismus fiir das Auftreten schwerer Komplikationen (MACE) nach perkutaner Koronar-
katheterintervention mit oder ohne Stenteinlage. Der Zusammenhang zwischen der FII-Variante
G20210A und der Inzidenz unerwiinschter kardialer Ereignisse (MACE) nach perkutaner
Koronarintervention (PTCA, DCA, Stentimplantation) war bisher nur in einer einzigen Fall-
Kontroll-Studie Untersuchungsgegenstand. Deren Ergebnisse indizierten, dass die G20210A-
Mutation keinen Risikopradiktor fiir unerwiinschte kardiale Ereignisse nach erfolgreicher

perkutaner Koronarintervention mit Stentimplantation darstellt (Marcucci et al. 2006).

1995 wurde bei einem tunesischen Patienten mit einem dysfunktionalen Prothrombin eine
weitere Variante des FII-Gens, die G10253 A-Mutation, beschrieben (Friezner Degen et al. 1995).
Mit welcher Haufigkeit diese in der gesunden kaukasischen Allgemeinbevdlkerung auftritt, und

ob sie moglicherweise Auswirkungen auf die Aktivitit des Gerinnungsfaktors II hat oder mit der



koronaren Herzerkrankung und deren klinischen Manifestationen assoziiert ist, ist bisher nicht
untersucht worden. Es ist dariiber hinaus unklar, ob ein Kopplungsungleichgewicht zwischen

dem G20210A- und dem G10253 A-Polymorphismus besteht.

1.2 Der Gerinnungsfaktor II und die Serinprotease Thrombin

Prothrombin ist das Vorldufermolekiil des letzten proteolytischen Enzyms des Gerinnungs-
prozesses, Thrombin, dem eine zentrale Rolle in der Himostase und Wundheilung zukommt, da
es nicht nur prokoagulatorisch durch Pléttchenaktivierung und Bildung von Fibrin und der
Faktoren Va, VIIla und XllIla wirkt, sondern auch die Antikoagulation durch Aktivierung von
zirkulierendem Protein C unterstiitzt und an der Herabregulierung der Fibrinolyse beteiligt ist

(Bertina et al. 1992; Jackson 1994; Dang et al. 1995; Bajzar 2000).

Prothrombin wird in der Leber als einzelkettiges Glykoprotein synthetisiert und erfordert
Vitamin K fiir seine korrekte Biosynthese (Stenflo et al. 1974). Das reife, aus 579 Aminosiuren,
10 y-Carboxyglutaminsdureresten und drei Kohlenhydratketten bestehende Plasmaprotein ist im
Blut in einer Konzentration von 100-200 ug/ml nachweisbar (Nelsestuen et al. 1974; McDuffie
et al. 1979; Friezner Degen et al. 1983; Furie und Furie 1988). Humanes Prothrombin wird von
einem 21 kb langen Gen kodiert, das auf dem Chromosom 11 an der Position 11p11-q12 in der
Néhe des Zentromers lokalisiert ist (Friezner Degen et al. 1983; Friezner Degen und Davie 1987;
Royle et al. 1987). Das Prothrombingen besteht aus 14 Exons (25 bis 315 bp), die getrennt sind
von 13 Introns (84 bis 9447 bp) mit der strangaufwirts gelegenen 5’-untranslatierten Region und
der 3 -untranslatierten Region, die fiir die Regulation der Genexpression verantwortlich sein
konnten (Friezner Degen und Davie 1987). In einem der letzten Schritte des Gerinnungs-
prozesses wird das Zymogen Prothrombin durch den FXa in Anwesenheit von FVa, Kalzium-
ionen und einer Phospholipidoberflache zu Thrombin aktiviert, das Fibrinogen zu Fibrin spaltet

und zur Bildung eines Fibringerinnsels fiihrt (Jackson 1978; Davie et al. 1991).

Neben seinen Effekten auf die Blutgerinnung induziert und moduliert Thrombin verschiedene
zelluldre Ereignisse, die in vivo mit der Antwort auf GefdBverletzung und Atherosklerose
assoziiert sind (Ross 1994), wie zum Beispiel die Aktivierung von Pléttchen zur Aggregation und

Freisetzung von Serotonin (Vu et al. 1991; Vouret-Craviari et al. 1992), die Freisetzung von



PDGF-BB durch Endothelzellen (Harlan et al. 1986), die Erhohung der Permeabilitit des
Gefidflendothels (Malik und Fenton 1992), die Induktion endothelialer Zellhyperadhdsivitdt und
Neutrophilenadhédsion an Endothelzellen (Sugama und Malik 1992), die Stimulation der
Kontraktion und Proliferation glatter Muskelzellen (Hollenberg et al. 1992; McNamara et al.
1993) und die Stimulation und Induktion der Chemotaxis und Proliferation von Monozyten (Bar-
Shavit et al. 1986). Die vielfdltigen Wirkungen von Thrombin sind in vereinfachter Weise in

Abbildung 1 dargestellt (modifiziert nach Mann 1994).

Fibrinolyse
A
Plattchenaktivierung Koagulation
Zellwachstum = THROMBIN ——  zelluldre Migration

‘/ \‘oeférsendothel

v
Antikoagulation

Aldtivierung peripherer
Blutzellen

Abb. 1: Wirkungen der Serinprotease Thrombin

Die von Poort et al. identifizierte FII-Mutation G20210A geht sowohl mit erhdhter
Immunoreaktivitdt und Aktivitit des Plasmaprothrombins als auch mit einem gesteigerten Risiko
fiir vendse Thrombose einher. Dariiber hinaus stellt die Hyperprothrombinédmie als solche einen

moderaten Risikofaktor fiir vendse Thrombose dar (Poort et al. 1996).

Der zugrunde liegende Mechanismus, durch welchen die Hyperprothrombindmie zur Thrombose
pradisponiert, ist jedoch noch ungeklart. Es wird postuliert, dass die Hyperprothrombinidmie in
einer vermehrten Thrombinbildung beziehungsweise Gerinnungsaktivierung resultiert und so ein
unverhéltnismiBiges Wachstum von Fibringerinnseln fordert. Wéhrend verschiedene Studien
anhand ihrer Ergebnisse die direkte Verbindung der G20210A-Mutation und der Hyper-
prothrombindmie mit einer vermehrten Thrombinbildung und Gerinnungsaktivierung stiitzten

(Eikelboom et al. 1999; Franco et al. 1999; Bauer et al. 2000; Gouin-Thibault et al. 2002), ging



eine andere Untersuchungsgruppe von einer gesteigerten potentiellen Thrombinbildungskapazitit
nach Auslosung der Gerinnungskaskade bei Tragern der G20210A-Mutation aus (Kyrle et al.
1998). Ferner konnten sowohl eine durch die Hyperprothrombinimie hervorgerufene
verminderte APC-unabhingige antikoagulatorische Aktivitdit von Protein S als auch eine
hochregulierte Hemmung der Plasmafibrinolyse als mogliche Mechanismen fiir ein erhohtes
thrombotisches Risiko bei Tridgern der Prothrombinvariante G20210A demonstriert werden

(Koenen et al. 2003; Colucci et al. 2004).

Uber den Zusammenhang von Verinderungen der Plasmaprothrombinaktivitit mit dem Risiko
fiir die koronare Herzerkrankung und ihre Komplikationen ist wenig bekannt, und es wurden
diesbeziiglich diskrepante Beobachtungen gemacht. Wéhrend die Prothrombinaktivitét in einer
italienischen Studie signifikant mit der koronaren Herzerkrankung assoziiert war (Russo et al.
2001), fand sich in derselben Untersuchung und in zwei weiteren Arbeiten kein Anhalt fiir eine
Verbindung der FII-Gerinnungsaktivitdt mit akuten kardiovaskuldren Ereignissen (Redondo et

al. 1999; Russo et al. 2001; Smiles et al. 2002).

Die akute Koronarthrombose an der Stelle einer rupturierten atheromatdsen Plaque wird als
Hauptursache fiir den Myokardinfarkt und die instabile Angina pectoris angesehen (Fuster et al.
1992 a; Fuster et al. 1992 b). Sowohl die Ruptur einer atherosklerotischen Plaque als auch die
schwere GefaBverletzung nach Ballonangioplastie gehen unmittelbar mit der Bildung eines
muralen Thrombus und groBer Thrombinmengen einher (Harker et al. 1987; Marmur et al. 1994;
Fuster et al. 1995). Die wichtige Rolle der Serinprotease Thrombin in der Bildung akuter
plittchenreicher Thromben und in Heilungsprozessen nach Arterienverletzung ist zweifellos
belegt (Eidt et al. 1989; Heras et al. 1990). Der pléttchen- und fibrinreiche Thrombus und die
freigelegte extrazelluldre Matrix kdnnen als Reservoir flir aktives Thrombin dienen (Wilner et al.
1981; Bar-Shavit et al. 1989; Bar-Shavit et al. 1990), das wiederum auf viele verschiedene
Proteine des Gerinnungssystems wirkt und ein sehr starker Aktivator der Thrombozyten ist
(White et al. 1977; Bertina et al. 1992; Jackson et al. 1994; Dang et al. 1995), was es zu einem
Schliisselmediator in der pathologischen Entwicklung der plattchenabhéngigen arteriellen

Thrombose macht (Abb. 2 nach Maraganore 1993).

Die im Zusammenhang mit der FIIG20210A-Mutation demonstrierten hdheren Prothrombin-
spiegel konnten {iber eine vermehrte Thrombinbildung zur Thrombusbildung priadisponieren und
damit einen potentiellen Risikofaktor nicht nur fiir die vendse, sondern auch fiir die arterielle
Thrombose und das kardiovaskuldre Krankheitsgeschehen darstellen. Thrombin konnte aber

auch tber die von ihm vermittelten Zellaktivititen, denen eine bedeutende Rolle in der



Entstehung und Ausbreitung atherosklerotischer Lisionen und der Vermittlung des Restenose-
prozesses nach Ballonangioplastie zugeschrieben wird (Nobuyoshi et al. 1991; Ross 1994; Fagar

1995), zu einem erhohten Risiko fiir die koronare Herzerkrankung beitragen.

Thrombin

i

*% — Fibrinogen,
vWF, Fn, FV

vWF, Fn, FV,

Kollagen RSN S i

Abb. 2: Thrombin im arteriellen thrombotischen Prozess; ADP = Adenosindiphosphat, FV =
Gerinnungsfaktor V, Fn = Fibronectin, vWF = von Willebrand Faktor, Tsp = Thrombospondin

1.3  Genetische Mutationen des Gerinnungsfaktors II (Prothrombin)

Prothrombinabnormitéten wurden vor der Identifizierung der genetischen Variation G20210A
eher mit seltenen Gerinnungsstorungen in Verbindung gebracht, die durch eine Hypo- oder
Dysprothrombindmie verursacht sind. Erstere sind durch eine reduzierte Prothrombin-
konzentration, letztere durch eine erniedrigte Aktivitdt und Konzentration des Gerinnungsfaktors

IT gekennzeichnet (Reiner und Davie 1995). Verschiedene dysfunktionale Prothrombine wurden



charakterisiert und aufgrund der Substitution einer einzelnen Aminosiure identifiziert (Roberts

und Lefkowitz 1994).

1.3.1 FIIG20210A-Mutation

Mit der Prothrombinvariante G20210A wurde die erste Mutation des FII-Gens beschrieben, die
mit einer Hyperprothrombinidmie assoziiert ist (Poort et al. 1996). Die Punktmutation fiihrt zur
Substitution der Purinbase Guanin durch Adenin (Transition) an der Position 20210, dem letzten
Nukleotid der 3 -untranslatierten Region des Prothrombingens (Poort et al. 1996, Friezner Degen
und Davie 1987). Die Position der G20210A-Mutation in der 3’-untranslatierten Region
entspricht der Stelle, an der die pra-mRNA endonukleolytisch gespalten und polyadenyliert wird
(Friezner Degen und Davie 1987).

Triager des 20210A-Allels hatten ein um bis zu 25 % hdheres Plasmaprothrombin als Kontrollen
mit dem normalen 20210GG-Genotyp (Poort et al. 1996). Die signifikante Variabilitit der
Aktivitidt und der Konzentration des Gerinnungsfaktors II als Funktion der G20210A-Genotypen
fand in zahlreichen nachfolgenden Studien Bestéitigung, wobei die hochsten Prothrombin-
aktivititen bei Tragern des homozygoten 20210AA-Genotyps ermittelt wurden (Ferraresi et al.
1997; Kyrle et al. 1998; Franco et al. 1999; von Ahsen et al. 2000; Soria et al. 2000; Russo et al.
2001). Eine im Rahmen einer familienbasierten Studie durchgefiihrte Kopplungsanalyse stiitzte
mit ihren Resultaten nachhaltig die Hypothese, dass FIIG20210A einen funktionellen
Polymorphismus darstellt (Soria et al. 2000).

In einer groBen multizentrischen Studie wurde eine Prdvalenz des Einzelnukleotid-
polymorphismus G20210A von 2,0 % (95 % CI 1,4 % - 2,6 %) in der kaukasischen Allgemein-
bevolkerung ermittelt, wobei sich innerhalb Europas keine einheitliche Verbreitung zeigte und in
den siideuropdischen Populationen fast doppelt so viele Triger der Genvariante wie in den
Populationen des ndrdlichen Europas (3,0 % vs. 1,7 %) identifiziert werden konnten (Rosendaal
et al. 1998). Die hochsten Privalenzwerte der FII-Mutation bei gesunden Individuen (5,5 % -
6,7 %) wurden in den seit Generationen ansdssigen Populationen des Nahen Ostens, wie den

Aschkenasim- oder Sephardim-Juden, beobachtet (Zivelin et al. 1998).



Neben den geographischen Differenzen innerhalb Europas wurden auch ethnische Verteilungs-
unterschiede deutlich, und verschiedene Arbeiten bestdtigten die Annahme, dass die G20210A-
Mutation eher auf kaukasische Populationen beschréinkt ist. So fanden sich bei Individuen mit
afrikanischem oder asiatischem Hintergrund sowie in stark isolierten Populationen wie den
Gronland-Eskimos oder den brasilianischen Indianern keine beziehungsweise nur vereinzelt
Mutationstrager (Arruda et al. 1997; de Maat 1998; Franco et al. 1998; Isshiki et al. 1998;
Rosendaal et al. 1998; Rees et al. 1999; Garewal et al. 2003). Ergebnisse einer Analyse von
Haplotypen, die mit G20210A assoziiert sind, unterstiitzten die Hypothese eines einzigen
Ursprunges der FII-Mutation (Zivelin et al. 1998). Es wird angenommen, dass das
Mutationsereignis vor ungefdhr 24.000 Jahren auftrat, und dass die weite Verbreitung bei
Kaukasiern auf selektiven evolutiondren Vorteilen wie vermindertem Blut- und Eisenverlust

durch Trauma, Menstruation oder Geburt beruhen konnte (Rees et al. 1999; Zivelin et al. 2006).

Es existieren verschiedene Vorstellungen zum molekularen Mechanismus, durch welchen die
G20210A-Mutation in einer gesteigerten Prothrombinexpression resultiert. Die mit dem
20210A-Allel assoziierte vermehrte mRNA-Akkumulation und gesteigerte Proteinsynthese
konnten sowohl durch eine effektivere mRNA-Bearbeitung, wie verbesserte Schnittstellen-
erkennung und Bearbeitung des 3'-Endes, als auch durch eine verlingerte Halbwertszeit des
Prothrombintranskriptes verursacht sein (Gehring et al. 2001; Carter et al. 2002; Ceelie et al.
2004). Andere Untersucher gingen anhand ihrer Ergebnisse davon aus, dass sich die G20210A-
Mutation nicht wesentlich auf die Stabilitdt der Prothrombin-mRNA in vivo auswirkt, sondern
die Position der 3’-Polyadenylierungsreaktion und damit die Translationseffizienz beeinflusst
(Pollak et al. 2002). Eine alternative Erklarung lieferte eine Studie mit der Beobachtung, dass die
Polyadenylierung an Position 20210, an der alle 20210A-mRNAs polyadenyliert werden, in der
Synthese stirker glykosylierter Prothrombinformen mit groferer Stabilitdit und lidngerer

Halbwertszeit resultiert (Pollak et al. 2002; Gelfi et al. 2004).

In familienbasierten Studien wurde demonstriert, dass die Prothrombinspiegel eine signifikante
genetische Komponente aufweisen und somit genetische Faktoren eine entscheidende Rolle in

der Festlegung der Prothrombinspiegel spielen (Soria et al. 2000; Souto et al. 2000).

Die Verbindung zwischen der G20210A-Mutation und der Héhe des Prothrombins konnte aber
auch auf eine indirekte Korrelation aufgrund eines Kopplungsungleichgewichtes der G20210A-
Stelle und einer anderen Sequenzvariation innerhalb des Prothrombingens zuriickzufiihren sein.

Wihrend in der Promotorregion (ab —1050 bp) keine Sequenzpolymorphismen identifiziert



werden konnten, die im Kopplungsungleichgewicht mit der G20210A-Mutation sind (Poort et al.
1996; Zivelin et al. 1998; Ceelie et al. 2001), wurde an der Nukleotidposition 19911 des
Prothrombingens ein weitere DNA-Variante beschrieben, die sich im kompletten Kopplungs-
ungleichgewicht mit der G20210A-Mutation befand (Zivelin et al. 1998; Perez-Ceballos et al.
2002). Der A19911G-Polymorphismus ging auch nachweislich mit einem leicht erhéhten
Plasmaprothrombin einher, obwohl der Effekt des 19911G-Allels im Vergleich zum 20210A-
Allel eher gering ausfiel (Ceelie et al. 2001; Perez-Ceballos et al. 2002). Der 19911 AG-Genotyp
modifizierte jedoch nicht wesentlich das Risiko fiir die Entwicklung einer arteriellen Thrombose

bei gleichzeitiger Prasenz des heterozygoten 20210GA-Genotyps (Perez-Ceballos et al. 2002).

Obwohl die FII-Mutation G20210A einen hochsignifikanten Effekt auf die Prothrombinaktivitét
hat und fiir einen groBen Teil der Varianz in der Prothrombinaktivitdt verantwortlich ist, verbleibt
ein bedeutender Rest an genetischer Variation in der Prothrombinaktivitit, was den Einfluss

anderer unbekannter Gene auf die Prothrombinaktivitit nahe legt (Soria et al. 2000).

1.3.2 FIIG10253A-Mutation

Die durch DNA-Sequenzanalyse in der kodierenden Region des FII-Gens identifizierte
G10253A-Mutation fithrt zur Substitution der Purinbase Guanin durch Adenin an der
Nukleotidposition 10253 im Exon XII, das fiir einen Teil des katalytischen Thrombinbereiches
kodiert. Die Mutation tritt an der dritten Position des Codons fiir die Aminoséure Prolin-491 auf
(Friezner Degen et al. 1995). Vergleichbar mit verschiedenen anderen Sequenzvariationen, die
sogenannte neutrale Polymorphismen darstellen, beeinflusst die Priasenz des 10253 A-Allels nicht

die Aminosduresequenz des Prothrombins (Friezner Degen und Davie 1987).

Der G10253A-Polymorphismus fand Bestitigung in einer Arbeit, die das abnorme
Prothrombingen eines italienischen Patienten mit schwerer Blutungsneigung und
Hypoprothrombindmie mit den Prothrombingenen gesunder Kontrollen verglich (Poort et al.
1997). Bei insgesamt 68 getesteten Allelen wurde eine Allelfrequenz von 4 % fiir das A-Allel
ermittelt, wobei die Sequenzvariation sowohl bei dem Patienten als auch bei den gesunden
Kontrollen (66 Allele) nachgewiesen wurde (Poort et al. 1997). Die Positionen der G20210A-
und der G10253 A-Mutation auf dem FII-Gen sind vereinfacht in Abbildung 3 dargestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Struktur des Prothrombingens und Position der Mutationen

G20210A und G10253A

1.4  Fragestellung

Nachdem die G20210A-Mutation als genetischer Risikofaktor fiir die vendse Thrombose
gesichert wurde (Poort et al. 1996), legten verschiedene Studienergebnisse nahe, dass die
Prothrombinvariante auch einen genetischen Pridispositionsfaktor fiir das kardiovaskulédre
Krankheitsgeschehen, insbesondere fiir die akuten Koronarsyndrome, darstellen konnte. Finden
die Positivresultate in der vorliegenden Arbeit Bestitigung, so konnte die FII-Mutation als
hereditdrer Suszeptibilitdtsfaktor im Sinne einer individualisierten Therapie und Thrombose-
prophylaxe zur Identifizierung von Patientengruppen herangezogen werden, die einer

intensiveren Uberwachung und Therapie, beispielsweise nach Katheterintervention, bediirfen.

Ziel der vorliegenden Studie im Fall-Kontroll-Design ist es, zu untersuchen, ob eine Assoziation
zwischen den FII-Mutationen G20210A und G10253A und dem Risiko fiir die koronare
Herzerkrankung, vor allem dem Risiko fiir das Auftreten akuter Koronarsyndrome sowie dem
erhohten Risiko fiir schwere Komplikationen innerhalb der ersten 30 Tage nach perkutaner
Koronarintervention (Tod, Myokardinfarkt, Notwendigkeit der erneuten Revaskularisation)
besteht. Daflir wurden einer Gruppe von 1000 deutschen Patienten mit angiographisch
gesicherter koronarer Herzerkrankung 1000 Kontrollen desselben geographischen und

ethnischen Hintergrundes gegeniibergestellt.

Dariiber hinaus wird erstmalig in einem groflen Patienten- und Kontrollkollektiv kaukasischer
Herkunft die Privalenz der FII-Mutation G10253A bestimmt und gepriift, ob eine Verbindung
mit dem G20210A-Polymorphismus besteht.
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2 Material und Methoden

2.1  Patientenpopulation und Studiendesign

Zwischen Oktober 1995 und Januar 1997 wurden fiir eine groBe molekular-epidemiologische
Fall-Kontroll-Studie konsekutiv 1000 Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung rekrutiert, die zur diagnostischen Koronarangiographie oder zu einer
Koronarintervention in die Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Kardiologie, Angiologie und
Pneumologie der Charité, dem Universititsklinikkum der Humboldt-Universitdt Berlin,
eingewiesen wurden (Laule et al. 1999). Gleichzeitig konnten weitere 1000 Patienten, die nach
Alter, Geschlecht und Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme zu den KHK-Patienten gepaart
waren, als Kontrollkollektiv gewonnen werden. Die Patienten der Kontrollgruppe stammten aus
verschiedenen Abteilungen der Charit¢ (Medizinische Klinik, Neurologie, Dermatologie,
Chirurgie, Orthopédie, Gyndkologie, Geburtshilfe, Hals-Nasen-Ohren-Abteilung und Urologie)
und deren Erkrankungsspektrum entsprach dem des Klientels eines groBen Universitéts-
klinikums. Die Kontrollpatienten wiesen weder Zeichen einer koronaren Herzerkrankung noch
einer anderen kardiovaskulidren Erkrankung auf, was durch Anamnese, klinische Untersuchung,
Elektrokardiogramm, Echokardiogramm und eine Rontgenaufnahme des Thorax gesichert
wurde. Weitere Ausschlusskriterien waren die arterielle Verschlusskrankheit und schwere
systemische Erkrankungen, einschlielich Nierenversagen und Vaskulitis, die potentiell Einfluss
auf das kardiovaskuldre Risikoprofil oder den Gerinnungsstatus nehmen kdnnten. Alle Patienten

waren deutsche Kaukasier aus Berlin und Umgebung.

673 der 1000 Patienten mit koronarer Herzerkrankung erhielten eine Katheterintervention
(perkutane transluminale Koronarangioplastie, direktionale Atherektomie, Stentimplantation)
und wurden prospektiv iiber 30 Tage hinsichtlich des Auftretens unerwiinschter schwerer
kardialer Ereignisse (MACE) beobachtet. Diese Ereignisse wurden als Tod, Myokardinfarkt und
Notwendigkeit einer erneuten Revaskularisation des Zielgefdes (PTCA oder Bypass-Operation)
definiert und als kombinierter 30-Tage-Endpunkt erfasst. Die Indikationen fiir die Koronar-
angioplastie stimmten mit den Richtlinien der American Heart Association / American College of
Cardiology Guidelines {iiberein (Ryan et al. 1993). Innerhalb der KHK-Gruppe fand eine
Einteilung nach quantitativen angiographischen Kriterien statt. Erfahrene Kardiologen, die
hinsichtlich der Identitdt und des Verlaufs der Patienten verblindet waren, beurteilten die
Angiogramme. Die Definition der KHK forderte die Stenose einer groen Koronararterie oder

eines wichtigen Seitenastes von 50 % oder mehr.
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Die Schwere der Erkrankung wurde nach der Anzahl der betroffenen Arterien (Ein-, Zwei- oder
Dreigefalerkrankung) klassifiziert. Die Diagnose des Myokardinfarktes stiitzte sich neben den
giiltigen WHO-Kriterien (World Health Organization 1979) auf die angiographischen Befunde.
Unter akuten Koronarsyndromen wurden der akute Myokardinfarkt und die instabile Angina

pectoris subsumiert.

Alle an der Studie teilnehmenden Patienten wurden nach den bestehenden Ethikrichtlinien iiber
den Einsatz des Probenmaterials aufgeklirt und gaben ihr schriftliches Einverstindnis hierzu.
Das Studienprotokoll wurde 1994 von der Ethikkommission des Universitédtsklinikums Charité

genehmigt.

2.2 Materialien

Nachfolgend aufgefiihrte Materialien fanden Anwendung:

1. zur DNA-Extraktion

¢ Ethanol 99,5 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)

* Phenol 99,5 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)

¢ Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland)

*  Tris (Trishydroxymethylaminomethan HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland)

* Ix Lyse-Puffer (1,15 mol/l Ammoniumchlorid, 0,1 mol/l Kaliumhydrogencarbonat,
1 mmol/l Na-EDTA)

e Ix TEN-Puffer (0,2 mol/l Tris HCI pH 7,5, 0,02 mol/l EDTA, 0,3 mol/l NaCl, ad 1 Liter
H,0)

¢ 1x TBE-Puffer (0,9 mol/l Tris, 0,9 mol/l Borsédure, 25 mmol/l EDTA ad 1 Liter H,O,
pH 8,0-8,3)

* Proteinase K (1-2 mg gelost in 20 mmol/l Tris HCl, Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Deutschland)
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. zur PCR-Amplifikation und Schmelzkurvenanalyse mit dem LightCycler™

dNTP mit dUTP (dATP, dCTP, dGTP je 2 mM, dUTP 4 mM, Rapidozym, Berlin,
Deutschland)

10x BioTherm ™ Puffer (Rapidozym, Berlin, Deutschland)

BioTherm™ DNA-Polymerase (5 U/ul, Rapidozym, Berlin, Deutschland)
Uracil-DNA-Glycosylase (1 U/ul, MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

Magnesiumchlorid (MgCl,, 25 mM, Perkin Elmer, Boston, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck, Darmstadt, Deutschland)

Bovines Serumalbumin (BSA,10 mg/ml, New England Bio Labs, USA)
Oligonukleotidprimer (10 uM, TIB Molbiol, Berlin, Deutschland)

Hybridisierungssonden (10 uM, TIB Molbiol, Berlin, Deutschland)

. zur PCR-RFLP-Analyse

dNTP (2 mmol/l, Rapidozym, Berlin, Deutschland)

10x BioTherm ™ Puffer (Rapidozym, Berlin, Deutschland)

BioTherm™ DNA-Polymerase (Rapidozym, Berlin, Deutschland)

Oligonukleotidprimer (10 uM, TIB Molbiol, Berlin, Deutschland)

Magnesiumchlorid (MgCl,, 50 mM, Rapidozym, Berlin, Deutschland)

HINDII (10 U/ul, MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

Puffer R" (10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0,1 mg/ml BSA, MBI Fermentas,
Vilnius, Litauen)

Qualex Gold™ Agarose (AGS, Heidelberg, Deutschland)

Marker 50 bp (0,1 ug/ul, Basenpaarspektrum 50 bp-1031 bp, Fermentas, Vilnius, Litauen)
Proben-Auftragspuffer (15 % FICOLL Typ 400 Pharmacia, Uppsala, Schweden, 0,25 %
Bromphenolblau, 1x TBE)

SYBR" Green (10.000x Konzentrat in DMSO, Eugene, Oregon, USA)

. zur DNA-Sequenzierung

dNTP mit dUTP (dATP, dCTP, dGTP je 2 mM, dUTP 4 mM, Rapidozym, Berlin,
Deutschland)
10x BioTherm ™ Puffer (Rapidozym, Berlin, Deutschland)
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BioTherm™ DNA-Polymerase (Rapidozym, Berlin, Deutschland)

Uracil-DNA-Glycosylase (1 U/ul, MBI Fermentas, Vilnius, Litauen)

Magnesiumchlorid (MgCl,, 50 mM, Rapidozym, Berlin, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck, Darmstadt, Deutschland)

Bovines Serumalbumin (BSA, 10 mg/ml, New England Bio Labs, USA)
Oligonukleotidprimer, 10 uM (TIB Molbiol, Berlin, Deutschland)

dNTP (2 mmol/l, Rapidozym, Berlin, Deutschland)

DNA-Sequencing Kit Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems, Warrington, United Kingdom)

310 Genetic Analyzer POP-4™ (Applied Biosystems, Warrington, United Kingdom)

zur Bestimmung der FII-Aktivitéit

Thromboplastinreagenz (Immuno GmbH, Heidelberg, Deutschland)
FII-Mangelplasma (Immuno GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Die Blutentnahmen erfolgten nach Mdglichkeit morgens nach einer Nahrungskarenz von

mindestens zehn Stunden. Zur Bestimmung der klinisch-chemischen Parameter und der

Gerinnungsfaktoren fanden Anwendung:

4,9 ml Citrat-Réhrchen (Sarstedt, Deutschland)
10,0 ml EDTA-RShrchen (Sarstedt, Deutschland)
10,0 ml Serum-Rohrchen (Sarstedt, Deutschland)
10,0 ml Plasma-R6hrchen (Sarstedt, Deutschland)

2.3  DNA-Isolierung

Von jedem Patienten wurden 3-10 ml vendsen Blutes gewonnen, dessen Koagulation durch

EDTA verhindert wurde. Die Gewinnung der genomischen DNA aus den Leukozyten erfolgte

nach einem Proteinase-K-Verdau durch eine manuelle Standard-Phenol-Chloroform-Extraktion

(Sambrook et al. 1989) oder mit Hilfe eines halbautomatischen DNA-Extraktors (Model 341A,

Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C.
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2.4  Methoden der Genotypisierung

Die Patienten- und Kontrollproben wurden auf die Anwesenheit der FII-Mutationen G20210A
und G10253A mittels Echtzeit-Fluoreszenz-PCR und Schmelzkurvenanalyse mit dem
LightCycler ™ (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) untersucht. Zur Qualitdtskontrolle wurde
bei der G20210A-Mutation eine PCR-RFLP-Analyse bei 230 konsekutiven Proben durchgefiihrt.
Bei der G10253A-Mutation fand zur Bestitigung der mit dem LightCycler™ gewonnenen

Ergebnisse eine DNA-Sequenzanalyse bei 14 ausgewihlten Proben statt.

2.4.1 Echtzeit-Fluoreszenz-PCR und Schmelzkurvenanalyse mit dem LightCycler ™

Fir die Detektion der G20210A-Mutation wurde ein 270 bp langes DNA-Fragment des
Prothrombingens amplifiziert. Die verwendeten Primer entsprachen der zuvor publizierten
Methode von Aslanidis et al., die fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden der Methode von
von Ahsen et al. (von Ahsen et al. 1999, Aslanidis et al. 1999). Bei der G10253 A-Mutation
erfolgte die Amplifikation eines 122 bp langen DNA-Fragmentes des FII-Gens. Primer- und

Sondendesign stammten von TIB Molbiol, Berlin.

Tab. 1: Oligonukleotidprimer fiir die Amplifikation der Zielsequenzen des Prothrombingens

Primer Primer- Fragment- Nukleotidsequenz Spezifitit
lange (nt)*  lénge (bp)

G20210A

P 20210for 20064 - 270 5-TCCgCCTgAAgAAgTgg Prothrombin-
20083 ATA Gen (5)

P 20210rev 20333 - - 5'- gAgTgCTCggACTACCA Prothrombin-
20311 gCgTgC Gen (3")

G10253A

P 10253for 10203 - 122 5"-gggCAgCCCAgTgTCCT Prothrombin-
10219 Gen (5")

P 10253rev 10324 - - 5-CCgCCCTgCACAgACTT Prothrombin-
10308 Gen (3")

* Nukleotidposition im humanen Prothrombingen

16



Die eingesetzten Oligonukleotidprimer und Hybridisierungssonden sind in der Tabelle 1 und 2

charakterisiert.

Tab. 2: Charakterisierung der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid-Hybridisierungssonden

Oligonukleotide Bindungs- Nukleotidsequenz
position (nt)*
G20210A
PT 20210 wt 20204 - 5’-CTCAgCgAgCCTCAATg X
20220
PT 20210 anchor 20222 - 5’-LCRed640-TCCCAgTgCTATTCATgggC p
20241
G10253A
PT 10253 wt 10266 - 5’-AgTCCTTgCAgACCggCC X
10249
PT 10253 anchor 10247 - 5’-LCRed640-CTCCACAATgggCAggTTCACCAC p
10224

* Nukleotidposition im humanen Prothrombingen

Tab. 3: Reagenzien der Reaktionsansétze fiir die PCR-Amplifikation auf dem LightCycler™

Reagenzien G20210A G10253A
10x Pufter 2,0 ul 2,0 ul
dNTP mit dUTP 1,0 ul 1,0 ul
MgCl, (25 mM) 2,0 ul -
MgCl, (50 mM) - 0,6 ul
DMSO (100 %) 1,0 ul 1,0 ul
BSA (1 mg/ml) 0,6 ul 0,6 ul
Biotherm Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 0,2 ul
Uracil-DNA-Glycosylase 0,5 ul 0,5 ul
Vorwirtsprimer (10 uM) 0,4 ul 0,4 ul
Riickwértsprimer (10 uM) 0,4 ul 0,4 ul
Sensorsonde 0,2 ul 0,2 ul
Ankersonde 0,2 ul 0,2 ul
H,O 11,5 ul 12,9 ul

Endvolumen 20,0 ul 20,0 ul
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Die Reaktionsansitze von 20 ul, denen 1 ul (100 ng/ul) genomische Proben-DNA hinzugefiigt
wurde, beinhalteten die in der Tabelle 3 aufgefiihrten Reagenzien. Die Reaktionsbedingungen

fiir die PCR-Amplifikation beider Zielsequenzen sind in Tabelle 4 dargestellt.

Die Reaktionsbedingungen fiir die Aufnahme der Schmelzkurven waren fiir beide FII-
Mutationen identisch: 40 s 95 °C (Heizrate 20 °C/s), 40 s 40 °C (Heizrate 20 °C/s) und 0 s 80 °C
(Heizrate 0,2°C).

Tab. 4: Reaktionsbedingungen fiir die PCR-Amplifikation auf dem LightCycler™. Fiir die G10253A-
Mutation abweichende Werte sind in Klammern angegeben.

Anzahl Zyklen = Temperatur (°C)  Zeit (s) Heizrate (°C/s)

Initiale Denaturierung 1 95 40 20
Denaturierung - 94 0 20
Annealing 45 (40) 63 (60) 12 20
Elongation - 72 12 2

Je nach vorliegendem Genotyp ergaben sich bei beiden FII-Varianten unterschiedliche

Schmelztemperaturen Ty, (Tab. 5) und Schmelzkurven (Abb. 4 und Abb. 5).

Tab. 5: Schmelztemperaturen T, in Abhdngigkeit der verschiedenen Genotypen an der Position 20210
und 10253 des Prothrombingens

Mutation Genotyp Tm (A-Allel) Tm (G-Allel) AT zwischen
Schmelzpunkten
FIIG20210A GG - 59 °C -
GA 53°C 59 °C 6°C
FIIG10253A GG - 63 °C -
GA 54 °C 63 °C 9°C
AA 54 °C - -
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2.4.2 PCR-RFLP-Analyse bei der FIIG20210A-Mutation

Ein 345 bp langes Fragment des Prothrombingens wurde mittels PCR (Saiki et al. 1988)
amplifiziert und anschlieBend mit dem Restriktionsenzym HINDIII verdaut. Die Zielsequenz
wurde von den in der Tabelle 6 dargestellten Oligonukleotidprimern PT 1 und PT 2 eingegrenzt.
Die Primer sowie der Verdau mit HINDIII entsprachen der von Poort und Kollegen publizierten
Methode (Poort et al. 1994, Poort et al. 1996). Durch Einfiigen einer Mismatch-Base in den 3'-
Primer wurde in Abhédngigkeit von der Prisenz der Mutation eine HINDIII-Schnittstelle
geschaffen.

Der PCR-Ansatz von 30 ul, dem 1 ul (100 ng/ul) genomische Proben-DNA hinzugefiigt wurde,
bestand aus folgenden Reagenzien: 3 ul 10x Puffer, 0,8 ul MgCl, (50 mM), 1 ul ANTP, 0,2 ul
Polymerase, 0,5 ul Primer PT 1, 0,5 ul Primer PT 2, 24 ul H,O.

Die ReaktionsgefiaBe wurden in den auf 94 °C temperierten Thermocycler (Gene Amp® PCR
System 9700, Perkin Elmer) tiberfiihrt. Die PCR lief unter folgenden Bedingungen ab: 3 min
initiale Denaturierung bei 94 °C; 35 Zyklen von je 30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s Primer-
Annealing bei 60 °C und 30 s Elongation bei 72 °C; 4 min terminale Elongation bei 72 °C.
AnschlieBend wurden die Proben auf 4 °C gekiihlt.

Tab. 6: Oligonukleotidprimer fiir die PCR-Amplifikation des 345 bp Fragmentes. Das mit dem Pfeil
markierte Nukleotid im 3’- Primer kennzeichnet die Mismatch-Base.

Primer Primerldnge Fragment- Nukleotidsequenz Spezifitit
(nt)* lange (bp)
PT 1 19889-19908 345 5-TCTAgAAACAgTTgCCTggC Prothrombin-
Gen (57)
PT2  20233-20212 - 5-ATAgCACTgggAgCATTgAAgC HINDIII-site
| 20210 (3")

* Nukleotidposition im humanen Prothrombingen

Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift. Dafiir wurden 5 ul des
PCR-Produktes mit 10 ul Proben-Auftragspuffer versetzt und auf einem 2 % Agarosegel bei
100 V fiir 30 min aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente ein iiblicher 1x TBE-Puffer. Die

amplifizierten DNA-Fragmente wurden anschlieBend mithilfe der Restriktionsendonuklease
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HINDIII (Erkennungssequenz 5°...A | AGCTT...3") verdaut.

Diese Reagenzien fanden beim HINDIII-Verdau Anwendung: 15 ul PCR-Produkt (PT 1/ PT 2),
2,5 ul 10x Puffer R*, 1 ul HINDIII (10 U/ul), 6,5 ul H,O. Inkubation iiber Nacht bei 37 °C.

12 ul des Reaktionsproduktes wurden mit 10 ul Laufpuffer versetzt und auf ein 3 % Agarosegel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir 150 min. Als GroBenstandard wurden
4,5 ul des 50 bp DNA-Markers parallel aufgetrennt. Fiir die Gelfirbung fand Sybr®Green
Anwendung (25 ul Farbstoff auf 500 ml 1x TBE-Puffer). Das Fragmentmuster wurde mit dem
EagleEye® Still-Videosystem (Stratagene, La Jolla, USA) dokumentiert.

Der normale 20210GG-Genotyp zeigte aufgrund der fehlenden Schnittstelle ein 345-bp-
Fragment, wéhrend zwei Banden (345 bp und 322 bp) fiir den 20210GA-Genotyp
kennzeichnend waren (Abb. 6). Als Positiv-Kontrolle wurde bei jedem Reaktionsansatz eine

bekannte heterozygote Probe mitgefiihrt.

FII-G202 10A

1,2 = GA-Genotyp
3,4 =GG-Genotyp

5 = Negativkontolle
M = 50bp - Marker

1051 bp
700 bp

345 bp 400 b

345 bp
300 bp

]
[=— =]
o ey
Catace
e
sy
e
L= )

322 bp

:
:

i

200 bp

Abb. 6: 3 % Agarose-Gelelektrophorese von 345-bp-Fragmenten zur Detektion der Mutation an FII-
Genposition 20210
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2.4.3 DNA-Sequenzierung bei der FIIG10253 A-Mutation

Ein 122 bp messendes Fragment des Prothrombingens wurde mit den in Tabelle 7 aufgefiihrten

Primern auf dem LightCycler™(Roche Diagnostics) amplifiziert.

Der PCR-Ansatz (20 ul) bestand aus folgenden Reagenzien: 2 ul 10x Puffer, 1 ul dANTP mit
dUTP, 0,6 ul MgCl, (50 mM), 1 ul DMSO (100 %), 0,6 ul BSA (1 mg/ml), 0,5 ul Uracil-DNA-
Glycosylase, 0,2 ul Tag-Polymerase, 0,4 ul 5’-Primer 10253F, 0,4 ul 3 -Primer 10253R, 13,3 ul
H,0. Dem Ansatz wurde 1 ul (100 ng/ul) genomische DNA hinzugefiigt.

Die PCR-Amplifikationsbedingungen waren folgende: Nach initialer Denaturierung von 40 s bei
95 °C folgten 45 Zyklen von jeweils 0 s 94 °C, 12 s 60 °C und 12 s 72 °C. Der PCR-Erfolg
wurde durch eine 2 % Agarose-Gelelektrophorese bei 100 V fiir 30 min iiberpriift.

Zur Verldngerung des PCR-Produktes und besseren Detektion der G10253 A-Mutation wurde
von dem bestehenden 122-bp-Fragment eine Reamplifikation mit den modifizierten Primern
P 10253-52F und P 10253-100R auf dem Thermocycler (Gene Amp® PCR System 9700, Perkin
Elmer) durchgefiihrt. Die zur PCR-Amplifikation und Reamplifikation eingesetzten
Oligonukleotide sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7: Charakterisierung der Primer fiir die PCR-Amplifikation und Reamplifikation

Primer Primer-  Fragment- Sequenz Spezifitit
lange (nt)* lidnge (bp)

P 10253F 10203- 122 5'-gggCAgCCCAgTgTCCT Prothrombin-
10219 Gen (57)

P 10253R 10324- - 5-CCgCCCTgCACAgACTT Prothrombin-
10308 Gen (3")

P 10253-52F 188 5-AgTCTggCTTCCTgggTTggg 5
CTCCCAACgTTggTAAgggegCA
gCCCAgTgTCCT

P 10253-100R - 5 -gggeg ACAggATgAAgTggACg 3’
CCTCAgCCCgCCCTgCACAgA
CT

* Nukleotidposition im humanen Prothrombingen
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Der Ansatz fiir die Reamplifikation hatte ein Endvolumen von 20 ul und setzte sich wie folgt
zusammen: 2,0 ul 10x Puffer, 2 ul ANTP, 0,6 ul MgCl, (50 mM), 0,2 ul Tag-Polymerase, 0,5 ul
Primer P 10253-52F, 0,5 wl Primer P 10253-100R, 14,2 ul H,O. 2 ul des 1:10 verdiinnten PCR-

Produktes wurden dem Ansatz zugesetzt.

Folgende Reaktionsbedingungen lagen der Reamplifikation zugrunde: Der initialen
Denaturierung bei 94 °C fiir 2 min schlossen sich 15 Zyklen von jeweils 40 s 94 °C, 40 s 60 °C

und 1 min 72 °C sowie abschlieBend fiir 4 min 72 °C an.

Es wurde eine Produktkontrolle mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese fiir 30 min bei 100 V
durchgefiihrt.

Nach der Reamplifikation wurden die PCR-Produkte von nicht gebundenen Primern und Salzen
gereinigt. Daflir wurden diese mit H,O auf 50 ul aufgefiillt und quantitativ in eine Millipore-
Multiscreen-PCR-Platte iiberfiihrt. Nach Absaugen des Uberstandes durch Anlage eines
Vakuums wurden 200 ul H,O in die Millipore-Platte pipettiert; wiederum wurde der Uberstand
durch Vakuum-Anlage abgesogen. Die PCR-Produkte wurden unter Spiilen der Membran mit
30 ul H,O aufgenommen und in eine Endproduktplatte iiberfiihrt.

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach einer modifizierten Reaktion nach Sanger et al. (Sanger
et al. 1977). Um eine hohe Sicherheit bei der Detektion heterozygoter Proben zu gewéhrleisten,
wurde jedes Fragment sowohl vorwérts als auch riickwirts sequenziert. Die zur

Sequenzierreaktion angewandten Primer finden in Tabelle § ihre Darstellung.

Tab. 8: Charakterisierung der Primer, die fiir die Sequenzierreaktion eingesetzt wurden

Oligonukleotid  Fragmentliange (bp) Sequenz Spezifitit
P 52F 188 5-AgTCTggCTTCCTgggTTgggCTC 5
P 100R 5 -gggeg ACAggATgAAgTggACg 3’

Der Ansatz (7 wl) fiir die Sequenzierreaktion setzte sich wie folgt zusammen: 0,4 ul
Sequenzierprimer (Primer P 52F fiir die Vorwirtsreaktion, Primer P 100R fiir die
Riickwiértsreaktion), 2,5 ul DNA-Sequencing Kit Big Dye™, 4,1 ul H,O. Diesem wurden 2,0 ul
gereinigtes PCR-Produkt hinzugefiigt.
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Die Bedingungen fiir die Sequenzierreaktion sahen wie folgt aus: Der initialen Denaturierung bei

94 °C fiir 2 min folgten 25 Zyklen mit jeweils 15 s 96 °C, 15 s 50 °C und 4 min 60 °C.

Die Reinigung der Sequenzierprodukte erfolgte mit Sephadex G50 (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) auf einer Millipore-MAHV-N45-Platte (Millipore Corporation
Micon Bioseparations, Bedford, USA). Die anschlieBende Zentrifugierung bei 2150 rpm (GS-6
Zentrifuge, Beckmann, Miinchen, Deutschland) lieferte ein Filtrat, das in einer Endproduktplatte

aufgefangen wurde. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem ABI Prism® 310 DNA-Sequencer.

Die mithilfe der Sequenzanalyse detektierten Genotypen des entsprechenden Genabschnittes

sind in der Abbildung 7 dargestellt.

10253GG-Wildtyp 10253GA-Genotyp 10253 AA-Genotyp

30 \J 60 60 \J v 60
GCAG ACCGGCCG |GCAG ACTGGCCG |[GCAG ACTGGCCG

Abb. 7: FIIG10253A-Mutation: Darstellung der drei Genotypen in der Riickwirts-Sequenzierung;
der Pfeil kennzeichnet die Position des Basenaustausches

2.5  Bestimmung der Prothrombinaktivitit

Die klinisch relevante Aktivitit des Gerinnungsfaktors FII wurde mit einem sogenannten
Einphasentest ermittelt (Lutze und Urbahn 1989). Untersuchungsmaterial waren 50 ul eines 1:10
verdiinnten plattchenarmen Citratplasmas. Diesem wurden 50 ul eines spezifischen
Mangelplasmas (Immuno GmbH) zugesetzt, dem der Gerinnungsfaktor FII fehlte. Die
Aktivierung erfolgte mit 100 wl Calcium-Thromboplastinreagenz (Immuno GmbH). Die
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Erfassung des gebildeten Fibrins erfolgte bei 37 °C mit einem Koagulometer. Das Ergebnis
wurde in Prozenten der Norm angegeben, die aus einer Eichkurve ermittelt wurden. Der
Referenzbereich fiir den FII liegt bei 70-120 % der Norm. Die Bestimmung der
Prothrombinaktivitit erfolgte am Institut flir Laboratoriumsmedizin und Pathologie des

Universititsklinikums Charité Campus Mitte.

2.6 Statistische Methoden

Die vorliegende Studie wurde als eine nicht gepaarte Fall-Kontroll-Studie angelegt. Es erfolgte
lediglich eine Zuordnung der Probanden nach Alter und Geschlecht. Beide Gruppen sind auf
Homogenitdt getestet worden. Die bei den KHK-Patienten und Kontrollen bestimmten Genotyp-
und Allelfrequenzen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test oder dem Fisher-Exakt-Test verglichen.
Erwartete Genotyphdufigkeiten wurden auf der Basis der beobachteten Allelfrequenzen nach
dem Hardy-Weinberg-Gesetz berechnet. Um die Beziehung zwischen der KHK und den FII-
Mutationen zu bewerten, wurden die Odds-Ratio mit 95 %-Konfidenzintervallen berechnet. Die
Prothrombinaktivitdt und weitere stetige Werte wurden als Median mit den zugehdrigen 25 %-
und 75 %-Perzentilen ausgedriickt und mit dem Mann-Whitney U-Test verglichen. Ein
zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
Der Einfluss verschiedener Variablen auf die Entwicklung einer KHK vor dem 40.
beziehungsweise 50. Lebensjahr, einer Mehrgefdferkrankung, eines akuten Koronarsyndroms
oder auf das Auftreten einer 30-Tage-Komplikation nach Koronarintervention wurde mithilfe der

logistischen Regression untersucht.

Die statistische Analyse wurde teilweise am Institut flir Medizinische Biometrie der Charité der
Humboldt-Universitdt Berlin mit dem Programm SPSS 12.0 (SPSS GmbH Software) fiir
Windows durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristik

Die Tabelle 9 zeigt die demographischen und klinischen Charakteristika der KHK- und der
Kontrollgruppe. Es wird deutlich, dass sich beide Gruppen hochsignifikant in der Prévalenz
wichtiger kardiovaskuldrer Risikofaktoren unterscheiden. Dabei ist der Anteil an Patienten mit
Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, Hypertonie und Rauchen in der KHK-Gruppe
signifikant hoher als im Kontrollkollektiv. Diese Differenz lisst sich auch nach der getrennten

Betrachtung von Minnern und Frauen nachweisen.

Tab. 9: Demographische und klinische Charakteristika der Studienpopulation

KHK-Gruppe Kontrollgruppe p*
(n=1000) (n=1000)
n (%) n (%)

Alter (Jahre)' 60,6 (55,0-67,2) 60,5 (54,4-66,5) n.s.
Minner / Frauen 759 (75,9) / 759 (75,9) /

241 (24,1) 241 (24,1)
Diabetes mellitus 228 (22,8) 114 (11,4) <0,001
Miénner 161 (21,2) 79 (10,4) <0,001
Frauen 67 (27,8) 35(11,4) <0,001
Hypertonie 552 (55,2) 359 (35,9) <0,001
Minner 394 (51,9) 269 (35,4) <0,001
Frauen 158 (65,6) 90 (37,3) <0,001
Hypercholesterindmie 527 (52,7) 303 (30,3) <0,001
Minner 389 (51,3) 224 (29,5) <0,001
Frauen 138 (57,3) 79 (32,8) <0,001
Rauchen 440 (44,0) 352 (35,2) <0,001
Minner 368 (48,5) 300 (39,5) <0,001
Frauen 72 (29,9) 52 (21,6) 0,037

* KHK versus Kontrollen, 1 = Median (25. und 75. Perzentile)

Doppelt so viele midnnliche wie weibliche Patienten haben bis zum flinfzigsten Lebensjahr eine

KHK entwickelt (P < 0,001). Bedeutende Unterschiede finden sich auch in der Ausprigung der
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koronaren Herzerkrankung. Eine 3-GefaB3-Erkrankung zeigt sich bei 36,7 % der Ménner und nur
bei 24,9 % der Frauen, wihrend der Anteil fiir eine 1-GefdB3-Erkrankung bei den Frauen deutlich
hoher ist (P < 0,001). Hinsichtlich der Héaufigkeit des Auftretens akuter Koronarsyndrome oder
eines akuten Myokardinfarktes sind keine Differenzen zwischen Ménnern und Frauen der KHK-
Gruppe nachweisbar. In Tabelle 10 sind die klinischen Charakteristika der KHK-Patienten

verdeutlicht.

Tab. 10: Klinische Charakteristika der KHK-Gruppe

KHK gesamt Manner Frauen p*
(n=1000) (n=759) (n=241)

Manifestationsalter (%)

Manifeste KHK < 40 Jahren 6.8 8,1 3,0 0,007
Manifeste KHK < 50 Jahren 279 31,9 15,2 < 0,001
Angina (%)

Stabil 66,5 68,6 59,8

Instabil 14,4 13,4 17,4

ACS 23,5 22,4 27,0 n.s.
Myokardinfarkt (%) 66,9 68,0 63,5 n.s.
Anamnestisch 57,8 59,0 53,9

Akut 9,1 9,0 9,5 n.s.
Schweregrad der KHK (%)

1-GefaBerkrankung 29,7 25,1 444
2-GefaBerkrankung 36,4 38,3 30,7 < 0,001
3-GefaBerkrankung 33,8 36,7 24,9

* Ménner versus Frauen; ACS = akutes Koronarsyndrom

Bei der Sichtung der Laborparameter (Tab. 11) ist auffillig, dass sich die KHK-Patienten, auch
nach getrennter Betrachtung von Minnern und Frauen, durch signifikant hohere Werte fiir
Triglyzeride, Leptin und Insulin als die Kontrollen auszeichnen. Dariiber hinaus finden sich im
Gesamt- und Mainnerkollektiv Differenzen fiir Cholesterin, LDL-Cholesterin und den

Entziindungsmarker CrP zwischen der KHK- und Kontrollgruppe.
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Tab. 11: Stetige Parameter und Laborwerte der KHK- und Kontrollgruppe

KHK Kontrollen p
Median (25%-75% P.) Median (25%-75% P.) (U-Test)
BMI (kg/m?) 26,2 (24,2-28,6) 26,0 (24,0-28,7) n.s.
RR syst. (mmHg) 130 (120-145) 135 (120-145) 0,003
RR diast. (mmHg) 80 (70-90) 80 (75-90) <0,001
Triglyzeride (mmol/l) 1,7 (1,2-2,3) 1,5 (1,1-2,0) < 0,001
Mainner 1,7 (1,3-2,5) 1,5 (1,1-2,0) < 0,001
Frauen 1,6 (1,2-2,2) 1,5 (1,1-1,9) 0,008
Cholesterin (mmol/I) 5,8 (5,1-6,6) 5,5 (4,7-6,3) < 0,001
Minner 5,8 (5,0-6,6) 5,4 (4,7-6,2) < 0,001
Frauen 5,9 (5,2-6,7) 5,8 (5,0-6,8) n.s.
HDL-Chol. (mmol/I) 1,1 (0,9-1,4) 1,1 (0,9-1,4) n.s.
Mainner 1,1 (0,9-1,3) 1,1 (0,9-1,3) n.s.
Frauen 1,3 (0,9-1,6) 1,3 (1,1-1,6) n.s.
LDL-Chol. (mmol/l) 3,8 (3,1-4,5) 3,6 (2,9-4,3) <0,001
Mainner 3,8 (3,1-4,5) 3,5(2,9-4,3) <0,001
Frauen 3,8 (3,2-4,5) 3,7 (3,0-4,6) n.s.
Leptin (ng/ml) 6,8 (4,2-11,1) 6,4 (3,6-10,9) < 0,001
Mainner 5,9 (3,5-8,6) 5,1 (3,0-7,9) 0,001
Frauen 16,2 (9,9-24,2) 12,8 (8,3-19,1) 0,001
Glucose (mmol/l) 5,5 (5,0-6,7) 5,5 (5,0-6,5) n.s.
Minner 5,5 (5,0-6,6) 5,6 (5,0-6,5) n.s.
Frauen 5,6 (5,0-7,3) 5,5 (5,0-6,5) n.s.
Insulin (uU/ml) 13,3 (9,0-21,2) 11,5 (8,6-16,6) <0,001
Mainner 13,0 (9,0-19,7) 11,8 (8,6-16,7) <0,001
Frauen 14,2 (9,3-28,2) 11,0 (8,4-15,9) <0,001
CrP (mg/l) 6,0 (3,9-11,6) 7,7 (3,7-25,6) < 0,001
Mainner 5,9 (3,8-11,1) 8,9 (3,8-30,5) < 0,001
Frauen 6,6 (4,0-13,2) 7,1 (3,3-18,3) n.s.

BMI = Body Mass Index; Chol. = Cholesterin; CrP = C-reaktives Protein; HDL = High Density Lipoprotein; LDL =
Low Density Lipoprotein; RR = Blutdruck nach Riva-Rocci

Die Werte fiir Triglyzeride, HDL-Cholesterin, Blutzucker und Insulin liegen jedoch sowohl in
der KHK- als auch Vergleichsgruppe weitestgehend im Normbereich. Die Kontrollpatienten sind
lediglich durch leicht erhohte CrP-Werte gekennzeichnet, wihrend LDL-Cholesterin und
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Gesamtcholesterin in der KHK-Gruppe deutlich iiber den im Rahmen der Sekundérprivention
angestrebten Werten liegen. Ferner ldsst der Vergleich von Ménnern und Frauen signifikante
Unterschiede sowohl in der KHK- als auch Kontrollgruppe fiir das HDL-Cholesterin und Leptin
erkennen, wobei die hoheren Leptinwerte der Frauen physiologisch sind. Innerhalb der

Kontrollgruppe zeichnen sich die Frauen durch signifikant hohere Cholesterinwerte aus.

3.1.1 Prothrombinaktivitit

Es kann ein geringer, aber signifikanter Unterschied in der FII-Aktivitit zwischen KHK-
Patienten und Kontrollen verzeichnet werden (Tab. 12). Die KHK-Patienten weisen, auch nach
Geschlechtsstratifizierung, eine um 2,1 % bis 4,3 % niedrigere FII-Aktivitit als die
entsprechenden Kontrollpatienten auf (P < 0,001). Die Aktivitit des Prothrombins liegt jedoch in
der KHK- wie auch Kontrollgruppe im Referenzbereich (70-120 % der Norm).

Ein Vergleich der FII-Aktivititen der Frauen mit denen der Minner erbrachte im weiblichen
Patienten- und Kontrollkollektiv eine signifikant hohere Gerinnungsaktivitit als in den
entsprechenden minnlichen Kollektiven (P = 0,002; P < 0,001). Es findet sich jedoch kein
signifikanter Unterschied in den FII-Aktivitdten zwischen Patienten mit und denen ohne akute
Koronarsyndrome (Median 91,0 % versus 94,0 %; P = n.s.) beziechungsweise zwischen Patienten
mit und ohne Friihkomplikation nach Koronarintervention (Median 91,5 % versus 94,0 %;

P=n.s.).

Tab. 12: Prothrombinaktivitdt bei KHK-Patienten und Kontrollen

KHK Kontrollen p*
FII-Aktivitit (%) Median (25%-75% P.) Median (25%-75% P.) (U-Test)
Gesamtgruppe 94,0 (84,0-101,0) 96,0 (88,0-104,0) <0,001
Minner 92,0 (83,0-101,0) 96,0 (86,0-103,0) < 0,001
Frauen 96,0 (87,3-103,0) 100,0 (92,0-107,5) < 0,001

* KHK versus Kontrollen; P. = Perzentile
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3.2  Genotypen- und Allelverteilung

Beziiglich der G20210A-Mutation konnte eine Genotypisierung bei 978 Patienten der KHK-
Gruppe sowie bei 984 Proben der Kontrollgruppe durchgefiihrt werden. Bei der G10253A-
Mutation war eine Genotypisierung bei 966 KHK-Proben und 990 Kontrollproben méglich. In
der Genotypen- wie auch Allelverteilung war fiir beide FII-Varianten kein signifikanter

Unterschied zwischen der KHK- und Kontrollgruppe erkennbar (Tab. 13, Tab. 14).

Tab. 13: Verteilung der FII 20210- und 10253-Genotypen bei KHK-Patienten und Kontrollen

KHK Kontrollen OR* p
Genotyp beobachtet erwartet beobachtet erwartet (95% CI)
n (%; 95 % CI) n n (%; 95 % CI) n

20210

GG 948 (96,9; 95,6-97,9)  948,2 964 (98,0; 96,9-98,9) 964,1 1,53 n.s.

GA 30 (3,1; 2,1-4.,4) 29,5 20 (2,0; 1,2-3,1) 19,8 (0,83-2,85)

AA 0 (0,0) 0,2 0 (0,0) 0,1
10253

GG 910 (94,2; 92,5-95,6) 910,8 940 (94,9; 93,4-96,2)  939,7 1,16' n.s.

GA 56 (5,8; 4,4-7,5) 54.4 49 (4,9; 3,7-6,5) 49,7 (0,77-1,75)

AA 0 (0,0) 0,8 1(0,1) 0,7

* KHK-Patienten versus Kontrollen, 1 = GA- und AA-Genotyp zusammengefasst

Tab. 14: Allelfrequenzen der G20210A- und G10253 A-Mutation bei KHK-Patienten und Kontrollen

KHK Kontrollen OR* p
n (%; 95 % CI) n (%; 95 % CI) (95% CI)
20210  G-Allel 1926 (98,5; 97,8-99,0) 1948 (99,0; 98,4-99,4) 1,52 n.s.
A-Allel 30 (1,5; 1,0-2,2) 20 (1,0; 0,6-1,6) (0,83-2,82)
10253  G-Allel 1876 (97,1; 96,3-97,8) 1929 (97,4; 96,6-98,1) 1,13 n.s.
A-Allel 56 (2,9; 2,2-3,7) 51 (2,6; 1,9-3,4) (0,75-1,69)

* KHK versus Kontrollen
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Bei der G10253 A-Mutation konnte in der Kontrollgruppe ein homozygot mutierter AA-Genotyp
detektiert werden. Alle erhaltenen Genotypfrequenzen waren in guter Ubereinstimmung mit den
erwarteten Haufigkeiten, die auf der Basis der Allelfrequenzen aus dem Hardy-Weinberg-Gesetz

resultierten.

3.2.1 Haiufigkeit der kombinierten FII-Genotypen und Untersuchung auf allelische
Assoziation zwischen G20210A und G10253A

Die hiufigste Genotypenkombination stellte 10253GG/20210GG mit 92,2 % dar, gefolgt von
10253GA/20210GG mit 5,2 % und 10253GG/20210GA mit 2,4 %. Aufgrund der Seltenheit der
A-Allele waren die Genotypkonstellationen 10253GA/20210GA und 10253AA/20210GG nur
bei 0,15 % beziehungsweise 0,05 % der Fille, 10253AA/20210GA, 10253GG/20210AA,
10253GA/20210AA und 10253AA/20210AA bei keinem Fall nachweisbar (Tab. 15, Tab. 16).
Fiir die FII-Varianten G20210A und G10253A konnte keine allelische Assoziation aufgezeigt
werden. Die Unterschreitung des kritischen Tabellenwertes im Test auf Linkage-Disdquilibrium

fiihrte zur Annahme der Nullhypothese.

Tab. 15: Frequenzen der Genotypen der FII-Mutationen G20210A und G10253A

G20210A
Genotyp GG GA AA gesamt
GG 1786 46 0 1832
G10253A GA 101 3 0 104
AA 1 0 0 1
gesamt 1888 49 0 1937

Die Verteilung der 10253G- und 10253A-Allele bei den 20210GA-Heterozygoten (96,9 % G-
Allel; 3,1 % A-Allel) entsprach der bei den 20210GG-Wildtypen (97,3 % G-Allel; 2,7 % A-
Allel; P=n.s.) (Tab. 17).
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Tab. 16: Héaufigkeit der kombinierten FII-Genotypen, abgeleitet aus den Einzelnukleotidpolymorphismen
G10253A und G20210A

Kombination der FII-Genotypen Haufigkeit

n % 95 % CI
10253GG / 20210GG 1786 92,2 90,0-93.4
10253GA /20210GG 101 52 4,3-6,3
10253GG / 20210GA 46 2,4 1,7-3,2
10253GA /20210GA 3 0,15 0,03-0,5
10253AA /20210GG 1 0,05 -
10253AA/20210GA - - -
10253GG / 20210AA - - -
10253GA/20210AA - - -
10253AA/20210AA - - -

Tab. 17: Verteilung der 10253 A- und G-Allele bei 20210GG-Wildtypen und 20210GA-Heterozygoten

FIIG20210A p
GG-Genotyp (n=1888) GA-Genotyp (n=49)
n % (95 % CI) n % (95 % CI)
FIIG10253A G-Allel 3673 97,3 (96,7-97,8) 95 96,9 (91,3-99,3) n.s.
A-Allel 103 2,7(2,2-3,3) 3 3,1(0,6-8,7)

Im Vergleich zu den Kontrollen wiesen doppelt so viele KHK-Patienten sowohl die G20210A-
als auch die G10253 A-Mutation auf (0,2 % versus 0,1 %). Und die resultierende Odds-Ratio von
2,04 (95 % CI 0,11 - 120,54; P = n.s.) zeigte ein zweimal so hohes Risiko fiir die koronare
Herzerkrankung bei Trigern beider FII-Mutationen wie bei Nichttrdgern an, doch waren
lediglich 2 KHK-Patienten und ein Kontrollindividuum Triager beider FII-Varianten, sodass
keine statistische Signifikanz erreicht wurde und das 95 % Konfidenzintervall sehr weit war

(tabellarisch nicht dargestellt).
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3.3  Auswirkungen der FII-Mutationen auf die Prothrombinaktivit:it

3.3.1 FIIG20210A-Mutation

Die Prisenz des heterozygoten 20210GA-Genotyps ging sowohl in der Gesamtgruppe als auch
in der KHK-Gruppe und der Vergleichsgruppe mit einer signifikanten Erhéhung der FII-
Aktivitit einher (Tab. 18, Abb. 8).

Tab. 18: FIIG20210A: Prothrombinaktivitdt (%) in Abhéngigkeit vom Genotyp

20210GG-Genotyp 20210GA-Genotyp p*
n Median (25%-75% P.) n  Median (25%-75% P.) (U-Test)
Gesamt 1903 94,0 (86,0-102,0) 50  106,5 (100,75-120,25) < 0,001
KHK 946 92,0 (84,0-101,0) 30 104,0 (86,75-119,25) < 0,001
Kontrollen 957 96,0 (88,0-103,0) 20 111,0(102,25-122,5) < 0,001

* GG-Genotyp versus GA-Genotyp; P. = Perzentile
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Abb. 8: Prothrombinaktivitit in Abhingigkeit vom FIIG20210A-Genotyp
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Trager des 20210GA-Genotyps hatten in der Gesamt- und KHK-Gruppe eine um 13 %, in der
Kontrollgruppe eine um 15 % hdhere Prothrombinaktivitét als Trager des 20210GG-Wildtyps.

3.3.2 FIIG10253-Mutation

In der Gesamtgruppe und in der Vergleichsgruppe war zwischen Trigern des 10253GG-
Wildtyps und Triagern des 10253GA-/AA- Genotyps kein signifikanter Unterschied in der
Prothrombinaktivitdt nachweisbar (Tab. 19). Lediglich in der KHK-Gruppe konnte eine geringe,
aber statistisch signifikante Erniedrigung der FII-Aktivitit um zirka 5 % in Anwesenheit des

heterozygoten GA-Genotyps beobachtet werden (P = 0,012).

Tab. 19: FIIG10253A: Prothrombinaktivitdt (%) in Abhéngigkeit vom Genotyp

10253GG-Genotyp 10253GA-/AA-Genotyp p*
n Median (25%-75% P.) n  Median (25%-75% P.) (U-Test)
Gesamt 1842 95,5 (86,0-103,0) 105 94,0 (85,0-101,0) n.s.
KHK 908 94,0 (84,0-101,0) 56 89,5 (79,5-96,0) 0,012
Kontrollen 934 96,0 (88,0-104,0) 49 98,0 (89,5-104,5) n.s.

* GG-Genotyp versus GA-/AA-Genotyp; P. = Perzentile

3.3.3 Kombination der FII-Mutationen G20210A und G10253A

Sowohl in der Gesamtgruppe als auch nach getrennter Betrachtung der KHK- und
Kontrollgruppe waren signifikante Unterschiede in der Prothrombinaktivitit zwischen den
verschiedenen Kombinationen der G20210A- und G10253 A-Genotypen nachweisbar (Tab. 20,
Abb. 9). Die Genotypkonstellation 20210GA/10253GG wies dabei im Median die hochsten
Prothrombinaktivitdtswerte auf, wihrend die gleichzeitige Prisenz der heterozygoten Genotypen
20210GA und 10253GA in den niedrigsten Prothrombinwerten resultierte (P < 0,001). Da nur 3
Individuen als Triger beider FII-Mutationen identifiziert wurden, basierten die FII-Werte auf

dieser sehr geringen Probandenzahl. Bis auf die mediane Prothrombinaktivitdt von 65,5 % in der
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KHK-Gruppe bei Priasenz der G20210A- wie auch G10253A-Mutation, befanden sich alle

anderen medianen FII-Aktivitdten im Referenzbereich (70-120 %).

Tab. 20: FIIG20210A und FIIG10253A: Prothrombinaktivitdt (%) in Abhéngigkeit von den Genotypen

FIIG20210A / FIIG10253A p*

WT/WT WT/Mu Muw/WT Mu/Mu
Gesamt (n) 1778 101 46 3
Median 94,0 94,0 107,5 87,0 < 0,001
(25%-75% P.) (86,0-102,25)  (85,0-101,0)  (101,75-121,0)  (44,0--)
KHK (n) 874 54 27 2
Median 94,0 90,0 104,0 65,5 < 0,001
(25%-75% P.) (84,0-101,0) (80,5-96,25)  (100,0-120,0) (44,0- -
Kontrollen (n) 904 47 19 1
Median 96,0 98,0 113,0 94,0 < 0,001
(25%-75% P.) (88,0-103,0) (89,0-105,0)  (103,0-123,0) .

* Kruskal-Wallis-Test; WT = Wildtyp; Mu = Mutation; P. = Perzentile
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Abb. 9: Prothrombinaktivitdt bei Kombination der Polymorphismen G20210A und G10253A
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34 Stratifizierung nach Geschlecht und kardiovaskuliren Risiken

Wie schon in Tabelle 14 gezeigt, sind Mutationstrdger der FII-Varianten bei den KHK-Patienten

nicht iiberrepréasentiert. Auch die Trennung nach Geschlecht erbrachte fiir die untersuchten FII-

Mutationen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Genotyphiufigkeiten beim

Vergleich der KHK-Patienten mit den entsprechenden Kontrollen. Es fand sich weiterhin keine

Effektmodifikation, wenn Fille und Kontrollen nach der Prisenz wichtiger kardiovaskulérer

Risikofaktoren stratifiziert beziehungsweise in Gering- und Hochrisiko-Kategorien beurteilt

wurden (Tab. 21 und Tab. 22).

Tab. 21: G20210A-Mutation: Prdvalenz des GA-Genotyps nach Stratifizierung nach Geschlecht und

kardiovaskuldren Risiken

KHK Kontrollen OR* p
GA-Genotyp GA-Genotyp (95%-C1)
n (%) n (%)
Minner 27 (3,7) 15 (2,0) 1,86 (0,04-3,78) 0,06
Frauen 3(1,3) 5@2,1) 0,58 (0,09-3,05) n.s.
Diabetes mellitus 3(1.,3) 0 (0,0) - n.s.
Hypercholesterindmie 13 (2,5) 6 (2,0) 1,25 (0,44-3,02) n.s.
Hypertonie 13 (2,4) 10 (2,8) 0,84 (0,33-2,17) n.s.
Nikotin 17 (4,0) 10 (2,9) 1,38 (0,59-3,42) n.s.
Hoch-Risiko' ja 32,7 12,9 0,95 (0,07-51,49) n.s.
nein 27 (3,1) 19 (2,0) 1,57 (0,83-3,01) n.s.
Gering-Risiko2 ja 2(2,8) 3(1,3) 2,14 (0,18-19,04) n.s.
nein 28 (3,1) 17 (2,3) 1,38 (0,72-2,72) n.s.

* KHK vs. Kontrollen; 1 = Hoch-Risiko-Gruppe (Patienten mit Hypertonie, Hypercholesterindmie und Rauchen),
2 = Gering-Risiko-Gruppe (Patienten ohne Hypertonie, Hypercholesterindmie, Rauchen und Diabetes)
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Tab. 22: G10253A-Mutation: Privalenz des GA-Genotyps nach Stratifizierung nach Geschlecht und
kardiovaskuldren Risiken

KHK Kontrollen OR* p
GA-Genotyp GA-Genotyp (95%-C1)
n (%) n (%)
Minner 44 (6,0) 37 (4,9) 1,21 (0,75-1,94) n.s.
Frauen 12 (5,1) 12 (5,1) 1,00 (0,40-2,49) n.s.
Diabetes mellitus 14 (6,3) 4 (3,5) 1,76 (0,53-7,51) n.s.
Hypercholesterindmie 18 (3,6) 14 (4,7) 0,75 (0,35-1,66) n.s.
Hypertonie 35 (6,6) 21 (5,9) 1,11 (0,62-2,05) n.s.
Nikotin 24 (5,7) 17 (4,9) 1,17 (0,59-2,36) n.s.
Hoch-Risiko' ja 6 (5,6) 12,7 2,14 (0,25-101,1) n.s.
nein 50 (5,8) 49 (5,1) 1,14 (0,74-1,75) n.s.
Gering-Risiko2 ja 7 (10,0) 12 (5,2) 2,01 (0,64-5,80) n.s.
nein 49 (5,5) 38 (5,0) 1,10 (0,70-1,75) n.s.

* KHK vs. Kontrollen; 1 = Hoch-Risiko-Gruppe (Patienten mit Hypertonie, Hypercholesterindmie und Rauchen),
2 = Gering-Risiko-Gruppe (Patienten ohne Hypertonie, Hypercholesterindmie, Rauchen und Diabetes)

3.5  Analyse der KHK-Untergruppen

3.5.1 Stratifizierung nach ACS, Manifestationsalter und Schwere der KHK

Die Genotypenverteilung in den aufgefiilhrten KHK-Untergruppen, verglichen zu den
entsprechenden KHK-Kontrolluntergruppen, zeigt bei beiden FII-Mutationen keine relevanten
Unterschiede (Tab. 23 und Tab. 24). Dariiber hinaus war auch keine signifikante Differenz in der
Privalenz des heterozygoten GA-Genotyps beider FII-Mutationen nachweisbar, wenn die KHK-
Untergruppen mit den Kontrollen verglichen wurden. Die Odds-Ratio lieBen weder in der
Gegentiberstellung der KHK-Untergruppen und der entsprechenden Kontrollgruppen der KHK-
Patienten noch in der Analyse der KHK-Untergruppen versus Kontrollen ein erhohtes Risiko

erkennen (letzteres nicht tabellarisch dargestellt).
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Tab. 23: FIIG20210A: Genotypenverteilung in KHK-Untergruppen

G20210A OR (95%-Chy* p
n GG (%) GA (%)

ACS 224 98,7 1,3 0,37 (0,07-1,21) n.s.
Myokardinfarkt ges. 652 96,9 3,1 1,00 (0,44-2,42) n.s.
Man. < 40 Jahre 66 98,5 1,5 0,48 (0,01-3,02) n.s.
Man. < 50 Jahre 268 97,4 2,6 0,83 (0,29-2,04) n.s.
1-Gef.-Erkrankung 295 96,9 3,1 0,99 (0,39-2,29)1
2-Gef.-Erkrankung 357 97,5 2,5 1,01 (0,44-2,54)2 n.s.
3-Gef.-Erkrankung 325 96,3 3,7

* KHK-Untergruppe vs. entsprechende KHK-Kontrolluntergruppe (zum Beispiel: KHK-Patienten mit ACS vs.
KHK-Patienten ohne ACS); 1 = 1-GefaBerkrankung versus 2- und 3-GefdBerkrankung, 2 = 2- und 3-
GefdBerkrankung versus 1-GefdBerkrankung; Man. = Manifestationsalter; Gef. = Gefdf3

Tab. 24: FIIG10253A: Genotypenverteilung in KHK-Untergruppen

G10253A OR (95%-Chy* p
n GG (%) GA (%)

ACS 225 93,8 6,2 1,10 (0,55-2,11) n.s.
Myokardinfarkt ges. 647 94,1 5.9 1,04 (0,57-1,98) n.s.
Man. < 40 Jahre 65 92,3 7,7 1,37 (0,41-3,61) n.s.
Man. < 50 Jahre 262 94,7 5,3 0,88 (0,44-1,68) n.s.
1-Gef.-Erkrankung 292 93,5 6,5 1,16 (0,64-2,18)1
2-Gef.-Erkrankung 350 95,4 4.6 0,84 (0,46-1,57)2 n.s.
3-Gef.-Erkrankung 323 93,5 6,5

* KHK-Untergruppe vs. entsprechende KHK-Kontrolluntergruppe (zum Beispiel: KHK-Patienten mit ACS vs.
KHK-Patienten ohne ACS); 1 = 1-GefdBerkrankung versus 2- und 3-GefdBerkrankung, 2 = 2- und 3-
GefdBerkrankung versus 1-GefaBerkrankung; Man. = Manifestationsalter; Gef. = Gefdf3
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3.5.2 Stratifizierung nach Koronarintervention und Interventionstyp

Der kombinierte 30-Tage-Endpunkt (Tod, Myokardinfarkt, erneute Revaskularisation des
ZielgetdBes) wurde von 43 der 656 Interventionspatienten (6,6 %) erreicht. Davon wies nur ein
Patient den heterozygoten 20210GA-Genotyp auf. Es fand sich kein relevanter Unterschied in
der Privalenz des 20210GA-Genotyps zwischen Patienten mit und ohne eine 30-Tage-
Komplikation (2,3 % vs. 3,3 %). Beziiglich der Inzidenz des 30-Tage-Endpunktes bei Trigern
des heterozygoten GA-Genotyps waren im Vergleich zu Triagern des 20210GG-Wildtyps auch
keine signifikanten Differenzen erkennbar. Insgesamt erlitten 4,8 % der Triager des A-Allels und
6,6 % der Trager des Wildtyps eine 30-Tage-Komplikation (OR = 0,71) (Tab. 25). In der
Untergruppe der Patienten mit Stenteinlage hatten zwar fast doppelt so viele Mutationstriger
eine Frithkomplikation wie die Trager des Wildtyps (14,3 % vs. 7,7 %; OR = 1,98), doch wurde

keine statistische Signifikanz erzielt.

Tab. 25: Frithkomplikationen innerhalb der ersten 30 Tage nach perkutaner Koronarintervention (PTCA,
DCA und Stentimplantation) in Abhangigkeit vom G20210A-Genotyp

20210GG-Genotyp 20210GA-Genotyp OR* p
n (%) n (%) (95%-CI)

Gesamt (n=656)
Keine Komplikationen 593 (93,4 %) 20 (95,2 %) 0,71 n.s.
30-Tage-Komplikation 42 (6,6 %) 1 (4,8 %) (0,02-4,64)
PTCA (n=277)
Keine Komplikationen 250 (94,3 %) 12 (100,0 %) - n.s.
30-Tage-Komplikation 15 (5,7 %) 0 (0,0 %)
DCA (n=101)
Keine Komplikationen 93 (93,9 %) 2 (100,0 %) - n.s.
30-Tage-Komplikation 6 (6,1 %) 0 (0,0 %)
Stent (n=278)
Keine Komplikationen 250 (92,3 %) 6 (85,7 %) 1,98 n.s.
30-Tage-Komplikation 21 (7,7 %) 1 (14,3 %) (0,04-17,54)

* 20210GG- versus 20210GA-Genotyp; DCA = direktionale koronare Atherektomie, PTCA = perkutane trans-
luminale Koronarangioplastie
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Beziiglich der G10253A-Mutation trat bei 43 von 646 Patienten mit Koronarintervention eine
Frithkomplikation (Tod, Myokardinfarkt, erneute Revaskularisation des Zielgefdfes) auf (6,7 %).
Davon trugen zwei Patienten die G10253A-Mutation, 41 Patienten waren Triger des
homozygoten GG-Wildtyps. Auch hier waren in der Gesamtgruppe und in den Interventions-
Untergruppen keine signifikanten Unterschiede in der G10253 A-Genotypenverteilung zwischen
Patienten mit und ohne eine 30-Tage-Komplikation nachweisbar. In der Gesamtgruppe war die
Inzidenz des kombinierten 30-Tage-Endpunktes bei Trigern des 10253GA-Genotyps mit der bei
Tragern des GG-Wildtyps (5,1 % vs. 6,8 %; OR = 0,75) vergleichbar (Tab. 26).

Tab. 26: Frithkomplikationen innerhalb der ersten 30 Tage nach perkutaner Koronarintervention (PTCA,
DCA und Stentimplantation) in Abhangigkeit vom G10253A-Genotyp

10253GG-Genotyp  10253GA-Genotyp OR* p
n (%) n (%) (95 % CI)

Gesamt (n=646)
Keine Komplikationen 566 (93,2 %) 37 (94,9 %) 0,75 n.s.
30-Tage-Komplikation 41 (6,8 %) 2 (5,1 %) (0,08-3,08)
PTCA (n=269)
Keine Komplikationen 240 (94,1 %) 14 (100,0 %) - n.s.
30-Tage-Komplikation 15 (5,9 %) 0 (0,0 %)
DCA (n=102)
Keine Komplikationen 89 (94,7 %) 7 (87,5 %) 2,54 n.s.
30-Tage-Komplikation 5(5,3 %) 1(12,5 %) (0,05-27,75)
Stent (n=275)
Keine Komplikationen 237 (86,2 %) 16 (94,1 %) 0,70 n.s.
30-Tage-Komplikation 21 (13,8 %) 1 (5,9 %) (0,02-5,01)

* 10253GG- versus 10253GA-Genotyp; DCA = direktionale koronare Atherektomie, PTCA = perkutane trans-
luminale Koronarangioplastie
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3.6  Uberpriifung der Einflussfaktoren fiir KHK und deren Komplikationen in der

logistischen Regression

In der logistischen Regressionsanalyse wurde auf Assoziationen zwischen den
Prothrombinvarianten G20210A und G10253A sowie der Prothrombinaktivitit und der friihen
Manifestation, dem Schweregrad der koronaren Herzerkrankung und deren akuten
Komplikationen untersucht. Den Ergebnissen zufolge stellen weder die FII-Mutationen noch die
Prothrombinaktivitdt unabhidngige Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung vor dem 40.
beziehungsweise vor dem 50. Lebensjahr, fiir eine schwere Mehrgefdaerkrankung, ein akutes
Koronarsyndrom oder fiir das Auftreten einer 30-Tage-Friihkomplikation nach

Koronarintervention dar (Tab. 27).

Fir die Manifestation der koronaren Herzerkrankung vor dem 40. Lebensjahr konnten das
mannliche Geschlecht (OR = 2,55; 95 % CI 1,13 - 5,75; P = 0,024) und der Nikotinabusus
(OR =1,85;95 % CI 1,09 - 3,12; P =0,023) als relevante Einflussfaktoren gesichert werden. Mit
zunehmendem Lebensalter der KHK-Patienten gewinnt neben dem minnlichen Geschlecht
(OR =2,49; 95 % CI 1,65 - 3,76; P < 0,001) und dem Nikotinabusus (OR = 1,96; 95 % CI
1,45 - 2,65; P < 0,001) zusédtzlich die Hypercholesterindmie (OR = 1,57; 95 % CI 1,16 - 2,12;
P =0,004) an Bedeutung (nicht tabellarisch dargestellt).

Tab. 27: Odds-Ratio fiir die koronare Herzerkrankung und ihre Komplikationen bei heterozygoten
Trégern der FII-Mutationen G20210A und G10253A in der logistischen Regressionsanalyse

F1120210 GA FI110253 GA
OR (95 % CI)* p OR (95 % CI)* P

Manifestation < 40 Jahre 0,39 (0,05-2,97) n.s. 1,42 (0,54-3,79) n.s.
Manifestation < 50 Jahre 0,56 (0,22-1,42) n.s. 1,02 (0,54-1,95) n.s.
Schwere der KHK 1,27 (0,47-3,43) n.s. 1,05 (0,53-2,10) n.s.
(3-GefdB versus 1-GefaB)

Akute Koronarsyndrome 0,40 (0,12-1,32) n.s. 1,10 (0,58-2,07) n.s.
30-Tage-Komplikation 0,94 (0,12-7,43) n.s. 0,74 (0,17-3,23) n.s.

* Logistische Regressionsanalyse unter Einschluss der unabhéngigen Variablen Alter, mdnnliches Geschlecht, BMI,
Diabetes mellitus, Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotin, Prothrombinaktivitit.
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Die Variablen Alter (OR = 1,07; 95 % CI 1,05 - 1,09), mannliches Geschlecht (OR = 4,71;
95 % CI 3,06 - 7,26), Diabetes mellitus (OR = 1,71; 95 % CI 1,11 - 2,61) und Hypertonus
(OR = 1,47; 95 % CI 1,02 - 2,12) gingen mit einem erhdhten Risiko beziiglich der Entwicklung
einer 3-Gefdlerkrankung einher, wobei die P-Werte fiir das Alter und das méannliche Geschlecht

hoch signifikant waren (P < 0,001).

3.7  Beziehung der FII-Mutationen zu kardiovaskuliren Risikofaktoren und

anderen Parametern

Innerhalb der KHK-Gruppe wurde auf Beziehungen zwischen den FII-Polymorphismen
G20210A und G10253A und den konventionellen kardiovaskuldren Risiken untersucht. Weder
fiir die Risikofaktoren Diabetes mellitus, Hypertonie und Nikotinkonsum noch fiir die Hoch-
Risiko- (Patienten mit Hypertonie, Hypercholesterinimie und Rauchen) und Gering-Risiko-
Kategorien (Patienten ohne Hypertonie, Hypercholesterindmie, Rauchen und Diabetes) waren
Assoziationen mit den untersuchten Prothrombinvarianten nachweisbar. Es fanden sich keine
signifikanten Differenzen in der Prdvalenz der erwidhnten Risikofaktoren zwischen den
G20210A- bezichungsweise G10253A-Wildtypen und Mutationstrigern. Auch die
Genotypenverteilung beider FII-Varianten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den

KHK-Patienten mit und denen ohne die erwihnten Risikofaktoren (nicht tabellarisch dargestellt).

Es fand sich lediglich eine Assoziation zwischen der FII-Variante G10253A und dem
Risikofaktor Hypercholesterinimie. Dabei hatten deutlich weniger Triger des heterozygoten
10253GA-Genotyps eine Hypercholesterindmie als Trager des 10253GG-Wildtyps (32,1 %
versus 53,5 %; P = 0,002), und Patienten ohne Hypercholesterindmie hatten, im Vergleich zu
denen mit Hypercholesterindmie, einen signifikant hoheren Anteil an Triagern der G10253A-
Mutation zu verzeichnen (8,2 % versus 3,6 %; P = 0,002). Fiir die G20210A-Variante lie3 sich

dieser Zusammenhang mit dem Risikofaktor Hypercholesterindmie nicht erkennen.

Fir die Variablen Alter, BMI, systolischer und diastolischer Blutdruck und fiir die
Laborparameter Triglyzeride, Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Apo-B, Apo-Al,
Fibrinogen, vWF, Insulin und Homocystein waren sowohl in der KHK- Gruppe als auch in der

Kontrollgruppe keine Beziehungen zu der G20210A-Mutation und der G10253A-Mutation
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nachweisbar. Es fanden sich fiir die genannten Parameter keine signifikanten Unterschiede
zwischen Trigern der Wildtypen und der entsprechenden FII-Mutation. Innerhalb der KHK-
Gruppe war lediglich der Blutzucker bei den 20210GG-Wildtypen signifikant hoher als bei den
Tragern der Mutation (P = 0,038).

3.8 Korrelation zwischen Prothrombinaktivitit und anderen Variablen

In der zweifaktoriellen nicht parametrischen Varianzanalyse fand sich ein signifikanter
Zusammenhang des Gerinnungsfaktors II mit der koronaren Herzerkrankung und dem

Geschlecht, jedoch keine Wechselwirkung zwischen KHK und Geschlecht.

Lineare Zusammenhinge zwischen Prothrombinaktivitdt und anderen Variablen wurden durch
die Korrelation nach Pearson bestimmt: Fiir die Variablen BMI, Triglyzeride, Cholesterin, LDL-
Cholesterin, HDL-Cholesterin, Apo-B, Apo-A1l und Fibrinogen konnte jeweils eine signifikante,
jedoch nur sehr geringe positive Korrelation mit der Prothrombinaktivitit gefunden werden. Die
stirkste positive Korrelation wiesen dabei das Gesamtcholesterin (r = 0,19; P < 0,001) und das
LDL-Cholesterin (r = 0,17; P < 0,001) auf. Ein negativer Zusammenhang fand sich fiir das Alter
und den Blutzucker. Auch hier war anhand des ermittelten r-Wertes nur von einer sehr geringen
Korrelation auszugehen. Keine signifikante Korrelation mit der Prothrombinaktivitét ergab sich

fiir die Variablen CrP, Lipoprotein a und Homocystein.

Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass die FII-Mutationen G20210A und G10253A, sowohl
einzeln als auch in Kombination, keine genetischen Risikofaktoren fiir die koronare
Herzerkrankung in der untersuchten Studienpopulation kaukasischer Herkunft darstellen. Die
Stratifizierung nach Geschlecht und kardiovaskuldren Risiken erbrachte diesbeziiglich auch
keine Effektmodifikation. Dariiber hinaus sprechen die Resultate gegen einen Zusammenhang
der Prothrombinvarianten mit einer frithen Manifestation der KHK (< 40 Jahre beziehungsweise

< 50 Jahre) und dem Schweregrad der koronaren Herzerkrankung sowie gegen ein erhohtes
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Risiko fiir akute Koronarsyndrome oder Auftreten kardialer Frithkomplikationen nach perkutaner

Koronarintervention bei Mutationstragern.

Zwischen den FII-Mutationen G20210A und G10253A konnte keine allelische Assoziation

nachgewiesen werden.

Es fand sich lediglich eine Beziehung zwischen der FII-Variante G10253 A und dem Risikofaktor
Hypercholesterindmie, wéhrend der FII-Polymorphismus G20210A in keinem Zusammenhang

mit den konventionellen kardiovaskulidren Risikofaktoren stand.

Ferner konnte der signifikante Einfluss der G20210A-Mutation auf die Prothrombinaktivitit
demonstriert werden. Trdger des heterozygoten 20210GA-Genotyps hatten eine um 13-15 %
hohere Prothrombinaktivitét als Nichttridger (P < 0,001). Der G10253 A-Polymorphismus hatte in
der Gesamtgruppe jedoch keine Auswirkungen auf die FII-Aktivitdt. Die gleichzeitige Prisenz
der FII-Mutationen ging zwar mit einer verringerten medianen Prothrombinaktivitdt einher, doch
beruhte dieses Resultat nur auf 3 Messwerten, da lediglich 3 Individuen Tridger beider FII-

Mutationen waren, was diesbeziiglich keine verldssliche Aussage erlaubt.
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4 Diskussion

4.1  Privalenz des FII-Polymorphismus G20210A und interethnische Differenzen

Die in dieser Fall-Kontroll-Studie bei 978 Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung ermittelte Pravalenz der G20210A-Mutation (3,1 %; 95 % CI 2,1 % - 4,4 %)
war nicht signifikant verschieden von der bei 984, nach Alter und Geschlecht gepaarten,
Kontrollen gefundenen Mutationshédufigkeit (2,0 %; 95 % CI 1,2 % - 3,1 %). Die
Kontrollpravalenz von 2,0 % steht sowohl im Einklang mit der in einer groen multizentrischen
Studie fiir die gesunde kaukasische Allgemeinbevolkerung gesicherten Gesamtprivalenz von
2,0 % (95 % CI 1,4 % - 2,6 %) als auch mit der Haufigkeit von 1,7 % (95 % CI 1,3 % - 2,2 %),
die fiir die G20210A-Mutation in den Populationen Mittel- und Nordeuropas beschrieben wurde
(Rosendaal et al. 1998). In der umfangreichen Untersuchung von Rosendaal et al., die insgesamt
5527 gesunde Individuen vorwiegend kaukasischer Herkunft einschloss, variierten die
Pravalenzwerte jedoch von 0,7 % bis 4,0 % zwischen den 11 beteiligten Zentren und waren in
Stideuropa mit 3,0 % (95 % CI 2,3 % - 3,7 %) fast doppelt so hoch wie in den nordeuropdischen
Liandern (Rosendaal et al. 1998). Dariiber hinaus entsprechen die in der jetzigen Arbeit
ermittelten Haufigkeiten und die Verteilung der FIIG20210A-Mutation auch denen zweier
vorheriger deutscher Studien, die die Prothrombinvariante bei 2210 Ménnern mit angiographisch
definierter Koronaranatomie und koronarer Herzerkrankung in 2,8 % der Fille beziehungsweise
bei 2,1 % der 284 Patienten mit koronarer Herzerkrankung und 2,0 % der 340 gesunden

Kontrollindividuen nachwiesen (Gardemann et al. 1999; Prohaska et al. 1999).

In einigen anderen Untersuchungen nord- und mitteleuropdischer Populationen wurden
Priavalenzwerte gesichert, die sowohl von denen in dieser Studie als auch von der fiir die Lander
Nord- und Zentraleuropas beschriebenen Privalenz abweichen (Rosendaal et al. 1998). So
fanden sich in zwei niederldndischen Fall-Kontroll-Studien innerhalb der gesunden
Kontrollpopulationen vergleichsweise niedrige Pridvalenzen des heterozygoten 20210GA-
Genotyps von 1,0 % beziehungsweise 1,2 %, wobei in einer dieser Untersuchungen nur Ménner
betrachtet wurden (Doggen et al. 1998; Franco et al. 1999). Im Gegensatz dazu trugen in einer
schweizerischen Fall-Kontroll-Studie 4,5 % der 89 gesunden Kontrollen die FII-Variante, jedoch
nur 0,6 % der 177 Myokardinfarktpatienten (Redondo et al. 1999). Vergleichbar hohe
Pravalenzen fiir die G20210A-Mutation (4,0 % und 5,1 %) wurden hingegen bei Osterreichischen
und niederldndischen Patienten mit koronarer Herzerkrankung beobachtet (Watzke et al. 1997;

Gerdes et al. 2002).
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Weiterhin lieferten zahlreiche Studien anderer kaukasischer Populationen aus Siideuropa und
verschiedenen Léndern auBlerhalb Europas (USA, Australien, Neuseeland, Israel, Brasilien)
Privalenzdaten fiir die FIIG20210A-Mutation, die auch nicht im Einklang mit den Ergebnissen
der jetzigen Untersuchung und der fiir die kaukasische Allgemeinbevdlkerung ermittelten
Gesamtprédvalenz stehen (Rosendaal et al. 1998). Abgesehen von den gesunden siideuropdischen
und nordamerikanischen Populationen, die allgemein etwas hdufiger die Prothrombinvariante
aufweisen (Rosendaal et al. 1998; Feng et al.1999; Ridker et al. 1999, Smiles et al. 2002),
zeichnen sich hier vorwiegend Patientenkollektive mit kardiovaskuldren Erkrankungen durch
eine hohere Privalenz des heterozygoten 20210GA-Genotyps aus, was auf ein erhdhtes
Krankheitsrisiko bei Mutationstrdgern hindeuten konnte. Die Pridvalenzwerte innerhalb dieser
Patientenkollektive, die zwischen 41 und 436 Individuen umfassten, variierten von 5,1 % bis
10,6 % bei Patienten mit Myokardinfarkt (Arruda et al. 1997; Rosendaal et al. 1997; Feng et al.
1999; Inbal et al. 1999; van de Water et al. 2000; French et al. 2003; Segev et al. 2005), akuten
Koronarsyndromen (Burzotta et al. 2002) und schwerer Koronarsklerose (Russo et al. 2001). Die
hochste Priavalenz fiir den G20210A-Polymorphismus (10,6 %) wurde bei 85 jungen Patienten
aus Israel beobachtet, die einen ersten Myokardinfarkt vor dem 50. Lebensjahr erlitten hatten
(Segev et al. 2005), wobei auch innerhalb der Populationen, die seit Generationen im Nahen
Osten ansdssig sind, die bisher hochsten Privalenzen bei gesunden Individuen von bis zu 6,7 %
beobachtet wurden (Zivelin et al. 1998). Es wird deutlich, dass vor allem weniger umfangreiche
und starker selektierte Patientenpopulationen durch eine hohere Anzahl an Mutationstragern
gekennzeichnet sind (Arruda et al. 1997; Rosendaal et al. 1997; van de Water et al. 2000; French
et al. 2003; Segev et al. 2005).

Beziiglich der Pravalenz der FII-Mutation G20210A sind jedoch nicht nur Differenzen zwischen
verschiedenen ethnischen Gruppen und kaukasischen Populationen sondern auch innerhalb sehr
dhnlicher Populationsgruppen nachweisbar. So zeigten gesunde Kontrollindividuen aus den
Niederlanden Frequenzen des heterozygoten 20210GA-Genotyps (1,0 %; 1,2 %; 2,3 %), die iliber
das Zweifache variierten (Poort et al. 1996; Doggen et al. 1998; Franco et al. 1999), und in drei
Kontrollkollektiven aus den USA reichten die Privalenzen des 20210GA-Genotyps von 1,6 %
bis 4,0 % (Rosendaal et al. 1997; Feng et al.1999; Ridker et al. 1999).

Die Griinde fiir die Diskrepanzen zwischen den Studien sind nicht immer eindeutig und
offensichtlich. Neben Populationsvariation und Genotypisierungsfehlern kdnnen voneinander
abweichende Kriterien fiir die Rekrutierung von Individuen und die Betrachtung oftmals sehr

selektierter Kollektive unterschiedlichen Alters und Geschlechtes fiir die Differenzen
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verantwortlich sein. In der multizentrischen Studie von Rosendaal et al., die die Priavalenz der
G20210A-Mutation bei gesunden, kaukasischen Individuen aus 9 verschiedenen Léandern
untersuchte, variierte die Auswahl der Individuen zwischen den beteiligten Zentren. Das
Spektrum der Stichproben reichte von Klinikangestellten, Blutspendern, Neugeborenen bis hin
zu verschiedenen Patienten- und Kontrollgruppen aus der Allgemeinbevolkerung, wobei
versucht wurde, Individuen mit kardiovaskuldren Erkrankungen oder Thrombose in der

Anamnese auszuschlieBen (Rosendaal et al. 1998).

Wie in der Mehrzahl der erwéhnten Fall-Kontroll-Studien umfasste auch die Vergleichsgruppe
der vorliegenden Arbeit nur Individuen ohne anamnestische kardiovaskuldre und schwere
systemische Erkrankungen. Das konnte allgemein zu geringeren Prdvalenzwerten in den
Kontrollkollektiven fithren als in einer theoretisch idealen, unselektierten Gruppe von konsekutiv
rekrutierten Neugeborenen. Dieser Aspekt scheint jedoch eher unbedeutend zu sein, da in einer
oOsterreichischen Studie bei 102 zentraleuropdischen Neugeborenen eine Mutationshiufigkeit von
1,96 % gesichert wurde, die der fiir kaukasische Populationen Mitteleuropas publizierten

Privalenz vergleichbar ist (Watzke et al. 1997; Rosendaal et al. 1998).

Mit Ausnahme von vier Studien, die entweder nur Frauen oder nur Ménner analysierten
(Rosendaal et al. 1997; Doggen et al. 1998; Inbal et al. 1999; Ridker et al. 1999), rekrutierten die
iibrigen Studien, einschlieBlich der hier vorliegenden, Individuen beider Geschlechter in

unterschiedlichen Anteilen.

Auch die homogene ethnische Zusammensetzung der Studienpopulationen ist entscheidend, um
einen Einfluss des ethnischen Hintergrundes auf die Prévalenzdaten zu vermeiden. Aus diesem
Grund waren in der jetzigen Studie ausschlieflich kaukasische Individuen aus Berlin und
Umgebung eingeschlossen, wihrend die Studienpopulationen zweier amerikanischer Arbeiten
durch eine ethnische Heterogenitit gekennzeichnet waren (Rosendaal et al. 1997; Ridker et al.

1999).

Abgesehen von der multizentrischen Studie von Rosendaal et al. (5527 Individuen) und der
prospektiven Studie von Ridker et al., in der 1774 US-amerikanische Minner als
Kontrollkollektiv betrachtet wurden (Rosendaal et al. 1998; Ridker et al. 1999), umfassten viele
der aufgefiihrten Studien nur kleine Fallzahlen, was in Anbetracht der relativ geringen Prévalenz
des G20210A-Polymorphismus in ungenauen und weniger verldsslichen Frequenzschédtzungen
resultieren konnte (Arruda et al. 1997; Rosendaal et al. 1997; Watzke et al. 1997; Feng et al.
1999; Inbal et al. 1999; Redondo et al. 1999; van de Water et al. 2000; French et al. 2003;
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Segev et al. 2005). Wéhrend einzelne Untersuchungen sogar weniger als 100 gesunde
Kontrollprobanden einschlossen (Feng et al. 1999; Redondo et al. 1999), zeichnet sich die
vorliegende Arbeit auch durch eine vergleichsweise grofle Studienpopulation von insgesamt

2000 Patienten aus.

Die Tabelle 28 zeigt die wichtigsten Fall-Kontroll-Studien und prospektiven Studien, die die
Privalenz der FIIG20210A-Mutation bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und
Kontrollen untersuchten. Die Metaanalysen zur Assoziation der Prothrombinvariante G20210A

mit der koronaren Herzerkrankung sind in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tab. 28: Hauptcharakteristika der wichtigsten Fall-Kontroll-Studien zu FIIG20210A und Pridvalenz des

20210GA-/ AA-Genotyps bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und Kontrollen.

Studie Herkunft / Phénotyp Patienten Kontrollen OR
Geschlecht GA-/ AA GA-/ AA (95 % CI)
n (%) n (%)
Arruda Brasilien MI, CVD, 4/70 2/295 8,4
1997 F, M (Kaukasier) PAVK 5,7 (0,7) (1,58-45)
Corral Spanien MI, IAP 4/101 2/101 2,0
1997 F, M (4,0) (2,0) (0,4-11,4)
Ferraresi Italien KHK 3/90 3/70 0,8
1997 F,M (M1, AP) (3,3) 4,3) (0,2-3,9)
Rosendaal  USA MI 4/79 6/381 4,0
1997 F (11% NichtweiBe) 5,D (1,6) (1,1-15,1)
Watzke Osterreich KHK 5/98 2/102 2,7
1997 F,M 5,1) (1,96) (0,5-14,0)
Arruda Brasilien MI 7/220 2/295 4.8
1998 F, M (Kaukasier) 3.2) (0,7) (1,0-23,4)
Doggen Niederlande MI 10/560 8/646 1,5
1998 M (1,8) (1,2) (0,6-3,8)
Eikelboom  Australien KHK 16/644 22/679 0,8
1998 F, M (2,5) (3,2) (0,35-1,83)
(vorw. Kaukasier) MI 9/402 7/242 0,7
(2,2) (2,9) (0,27-2,05)
Ardissino Italien MI 11/200 8/200 1,4
1999 F,M (0,5-3,92)
Croft Grof3britannien MI 11/539 14/498 0,72
1999 F,M (2,0) (2,8) (0,32-1,60)
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Feng USA MI, IAP 6/100 1/25 n.a.

1999 F, M (keine Angabe (6,0) (4,0)
zur Ethnizitét)
Franco Niederlande KHK, 7/263 4/400 2,7
MI 7/173 4,2
4,0) (1,2-14,6)
Inbal Israel MI 7/112 6/187 1,78
1999 M (5,9) (3.4) (0,46-6,94)
Prohaska Deutschland KHK 6/284 7/340 1,03
1999 F,M 2,1 (2,0)
Redondo Schweiz MI 1/177 4/89 0,1
1999 F,M (0,6) (4.5) (0,01-1,1)
Ridker USA MI 12/404 69/1774 RR=0,8
1999 M (6% NichtweiBe) (3,0 (3,9 (0,4-1,4)
Vargas Spanien KHK 7/175 7/200 n.a.
1999 M (4,0) (3,5)
Coulet Kaukasier MI 19/599 19/663 n.a.
2000 M (3,2) (2,9)
Russo Italien KHK 23/436 7/224 1,72
2001 F,M (5,3) (3,1 (0,72-4,08)
MI 11/244 8/152 0,85
4,5) (5,3) (0,33-2,16)
Burzotta Italien ACS 16/247 7/247 2,4
2002 F,M (ML, IAP) (6.5) (2.8) (1,0-5,9)
Ital. Study  Italien MI 40/1210 39/1210 1,0
Gr.2003'  F M (3.3) (3,2) (0,6-1,5)
Almawi Libanon KHK 3/96 12/404 1,1
2004 F,M 3.1 (3,0) (0,3-3,8)

ACS = Akutes Koronarsyndrom; AP = Angina pectoris; CVD = Zerebrovaskuldre Erkrankung; IAP = instabile
Angina pectoris; KHK = Koronare Herzerkrankung; MI = Myokardinfarkt; PAVK = periphere arterielle
Verschlusskrankheit; RR = relatives Risiko; F = Frauen; M = Minner; 1 = Atherosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology Italian Study Group; n.a. = nicht angegeben
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Tab. 29: Ergebnisse der Metaanalysen, die die Assoziation zwischen der FIIG20210A-Mutation und der
koronaren Herzerkrankung untersuchten

Metaanalyse Phénotyp Patienten mit Kontrollen mit OR (95 % CI)
20210GA-/ AA  20210GA-/ AA
Boekholdt MI 36/1535 92/2943 0,89 (0,59-1,35)
2001 MI<551J. 22/391 20/768 1,86 (0,99-3,51)
gesamt 58/1926 112/3711 1,11 (0,79-1,56)
Wu 2001 ACS (IAP, AMI) n.a./1818 n.a./3789 1,15 (0,84-1,59)
Kim 2003 AMI 157/4887 229/7840 1,28 (0,94-1,73)
Burzotta KHK 160/4944 181/7090 1,21 (0,99-1,58)
2004 b MI n.a./3687 n.a./6078 1,19 (0,93-1,58)
MI < 45 Jahre n.a./394 n.a./965 2,30 (1,27-4,59)
MI < 55 Jahre n.a./624 n.a./1307 1,77 (1,16-3,42)
ACS n.a./3965 n.a./6275 1,24 (0,98-1,63)
Ye 2006 KHK n.a./11625 n.a./14462 1,31 (1,12-1,52)
MI n.a./8211 n.a./12356 1,25 (1,05-1,50)

ACS = Akutes Koronarsyndrom; AMI = akuter Myokardinfarkt; IAP = instabile Angina pectoris; KHK = Koronare
Herzerkrankung; MI = Myokardinfarkt; n.a. = nicht angegeben

4.2  Bedeutung der FIIG20210A-Mutation fiir die koronare Herzerkrankung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese, dass die Prothrombinvariante G20210A einen
genetischen Risikofaktor fiir die koronare Herzerkrankung darstellt, in einer Studienpopulation
von 1000 Patienten mit angiographisch nachgewiesener koronarer Herzerkrankung und 1000
alters- und geschlechtsgepaarten Kontrollen iiberpriift. Diese kann anhand der Resultate der
aktuellen Studie jedoch nicht unterstiitzt werden. Damit werden die Ergebnisse verschiedener
Autoren bestdtigt, die auch keine Assoziation der FII-Mutation G20210A mit angiographisch
diagnostizierter koronarer Herzerkrankung und / oder schwerer Koronarsklerose bei Patienten
kaukasischer Herkunft fanden (Watzke et al. 1997; Eikelboom et al. 1998; Gardemann et al.
1999; Prohaska et al. 1999; Vargas et al. 1999; Russo et al. 2001; Almawi et al. 2004). Uber
diese Einzelstudien hinaus konnten auch die Metaanalysen von Burzotta et al. (4944 Fille und
7090 Kontrollen) und von Wu et al. (1818 Fille und 3789 Kontrollen) keine Assoziation
zwischen dem G20210A-Polymorphismus und der koronaren Herzerkrankung (OR = 1,21;
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95 % CI 0,99 - 1,58; OR = 1,31; 95 % CI 0,84 - 1,59) sowie angiographisch nachgewiesener
koronarer Herzerkrankung (OR = 1,08, 95 % CI 0,70 - 1,64) sichern (Wu et al. 2001; Burzotta et
al. 2004). Gegen eine Bedeutung der Prothrombinvariante G20210A als hereditérer
Pradispositionsfaktor fiir KHK spricht auch, dass in der jetzigen Untersuchung keine Verbindung
der G20210A-Mutation mit der koronaren Herzerkrankung bei jungen Individuen und bei
Patienten mit akuten Koronarsyndromen gesehen wurde, bei denen nicht nur die genetische
Komponente von besonderer Bedeutung und die friihe Krankheitsmanifestation das Resultat
einer stirkeren genetischen Pradisposition ist, sondern auch die Gerinnung eine vorrangige Rolle
in der Pathogenese spielt (Shea et al. 1984; Marenberg et al. 1994). Dariiber hinaus stand die, mit
der FII-Mutation nachweislich einhergehende, gesteigerte Prothrombinaktivitit weder im

Zusammenhang mit einem erhohten Risiko fiir KHK noch mit akuten Koronarsyndromen.

Die unselektierte Population von KHK-Patienten der jetzigen Studie wies sowohl das
herkémmliche Spektrum  an  Risikofaktoren  (Diabetes  mellitus, = Hypertonie,
Hypercholesterindmie und Rauchen) als auch einen hohen Anteil dieser konventionellen
kardiovaskuldren Risiken auf und ist als reprisentativ fiir die Patienten anzusehen, die den
klinischen Alltag bestimmen. Aus diesem Grund konnen Resultate dieser Untersuchung am

ehesten fiir die allgemeine Population von KHK-Patienten gelten.

Die Beziehung zwischen dem Prothrombin-20210A-Allel und der koronaren Herzerkrankung
wird in der vorhandenen Literatur jedoch kontrovers beurteilt, und verschiedene Studien haben
mit ihren Ergebnissen nahegelegt, dass eine Assoziation zwischen der genetischen Variante
G20210A und der koronaren Herzerkrankung, insbesondere den akuten koronaren Syndromen,

vorhanden sein kann.

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit zeichnete sich die Mehrzahl der Untersuchungen, die eine
Verbindung zwischen der Prothrombinvariante G20210A und der koronaren Herzerkrankung
demonstrierten, durch vergleichsweise kleine Studiengroen und stirker selektierte
Patientengruppen aus. In diesen Fall-Kontroll-Studien wie auch Metaanalysen waren vorwiegend
Mutationstrager mit zusétzlichen Hauptrisikofaktoren (Rosendaal et al. 1997; Doggen et al.
1998; Gardemann et al. 1999; Inbal et al. 1999), junge Patienten (Arruda et al. 1997; Rosendaal
et al. 1997; Franco et al. 1999; Boekholdt et al. 2001; Burzotta et al. 2004 b) oder
Studienteilnehmer mit begrenzter atherosklerotischer Beteiligung (Burzotta et al. 2000; van de
Water et al. 2000; Burzotta et al. 2002; French et al. 2003) durch ein gesteigertes Risiko fiir die
koronare Herzerkrankung, vor allem fir Myokardinfarkt beziehungsweise akute

Koronarsyndrome gekennzeichnet. So wurde bei jungen, vorwiegend weillen Frauen aus den
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USA ein vierfach erhohtes Risiko fiir Myokardinfarkt bei Tragerinnen des FII20210A-Allels
gefunden, insbesondere bei denen mit zusétzlichen Risikofaktoren (Rosendaal et al. 1997). Auch
zwel ménnliche Patientenkollektive aus den Niederlanden und Israel zeigten eine signifikante
Risikosteigerung fiir Myokardinfarkt, wenn konventionelle kardiovaskuldre Hauptrisikofaktoren
gleichzeitig priasent waren (Doggen et al. 1998; Inbal et al. 1999). In der Studie von Rosendaal
et. al. wurden jedoch auch nicht weile Frauen betrachtet, was die Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung wie auch zahlreicher weiterer Studien erschwert.
Andere Untersucher beobachteten wiederum, dass die Pridsenz des 20210A-Allels ein signifikant
erhohtes Risiko fiir ein arterielles thrombotisches Geschehen oder akute Koronarsyndrome bei
Patienten mit giinstigem kardiovaskuldren Risikoprofil erzielte (Arruda et al. 1997; Burzotta et
al. 2002), und dass die Frequenz der Prothrombinvariante bei den Myokardinfarktpatienten

erhoht war, die normale Koronarien aufwiesen (van de Water et al. 2000; French et al. 2003).

Neben dem Nachweis, dass die Prothrombinvariante G20210A am Prozess der
Arterienwandverdickung bei Individuen mit etablierter Atherosklerose beteiligt ist (Gerdes et al.
2002), wiesen auch Ergebnisse der jlingsten und groften Metaanalyse von Ye et al., die mit
insgesamt 11625 Féllen und 14462 Kontrollen (40 Studien, inklusive vier unverdffentlichte
Arbeiten) dreimal so viele Daten wie die vorherige Metaanalyse von Burzotta et al.
beriicksichtigte (Burzotta et al. 2004 b), auf eine moderate, aber signifikante Assoziation der
G20210A-Variante des Prothrombingens mit der koronaren Herzerkrankung hin (OR = 1,31;
95 % CI 1,12 - 1,52) (Ye et al. 2006). Dieses Resultat unterliegt natiirlich den mit diesem
Verfahren verbundenen Nachteilen und ist deshalb mit Vorsicht zu interpretieren, zumal eine
Heterogenitéit zwischen den 40 eingeschlossenen Studien nachweisbar war. Nach Angaben der
Untersucher wurde zwar der Publikationsbias durch Identifizierung und Einschluss
unverdffentlichter Daten deutlich reduziert, trotzdem ist eine Verzerrung der metaanalytischen

Daten durch einen Restbias nicht vollstindig auszuschlieBen (Ye et al. 2006).

Diese sehr unterschiedlichen Beobachtungen spiegeln die Kontroverse um die Klirung des
klinisch so bedeutenden Sachverhaltes wider. Die widerspriichlichen Ergebnisse der Studien
konnten sowohl auf ihre Heterogenitét beziiglich der Endpunktdefinition (KHK, Myokardinfarkt,
akute Koronarsyndrome, Koronarstenose), des Studiendesigns und der Studiengrdfe, als auch
auf verschiedene Auswahlstrategien, Unterschiede im Grad der Paarung von Fillen und

Kontrollen und abweichende Genotypisierungsprozeduren zuriickzufiihren sein.
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Ferner kommt der genetischen Zusammensetzung der analysierten Population sowie der
Interaktion mit erworbenen Faktoren oder Umweltfaktoren groe Bedeutung zu. In der jetzigen
Arbeit wurde zur Vermeidung einer Populationsstratifikation die ethnische Homogenitdt der
Studienpopulation sichergestellt, indem nur kaukasische Individuen aus Berlin und Umgebung
rekrutiert wurden. Im Gegensatz dazu war beispielsweise die weibliche Studienpopulation einer
US-amerikanischen Untersuchung, die eine Assoziation zwischen dem FI120210A-Allel und
dem Risiko flir Myokardinfarkt aufzeigen konnte, ethnisch heterogen zusammengesetzt

(Rosendaal et al. 1997).

Ein Schliisselpunkt bei genetischen Studien ist weiterhin die pridzise Definition und Erfassung
der Phéanotypen bei Féllen und Kontrollen, um eine Vermischung dtiologisch unterschiedlicher
Erkrankungsgruppen zu vermeiden und die Vergleichbarkeit zwischen den Studien zu
gewihrleisten. Es ist moglich, dass die divergenten Ergebnisse in der Literatur die breite
klinische Heterogenitit der Patienten mit koronarer Herzerkrankung reflektieren, die in die
publizierten Arbeiten eingeschlossen wurden (KHK, anamnestischer und / oder akuter
Myokardinfarkt, akute Koronarsyndrome, Koronarstenose). In der vorliegenden Arbeit wurden
nur Fille mit angiographisch bestdtigter koronarer Herzerkrankung in die Patientengruppe
einbezogen. Begrenzung dieser wie auch vieler anderer Assoziationsstudien ist jedoch, dass
einige der Kontrollen moglicherweise eine asymptomatische KHK haben konnten, da diese
anhand der klinischen Anamnese und ohne angiographischen Beweis fiir normale Koronarien
ausgewdhlt wurden, was die Moglichkeit von Nullresultaten erhoht. Dieser Aspekt scheint
allerdings fiir diese Studie nicht von grofer Relevanz zu sein, da die Frequenz der
Prothrombinvariante in der Kontrollpopulation der in der kaukasischen Allgemeinbevolkerung
entspricht (Rosendaal et al. 1998). Und in einer italienischen Arbeit, in der ausschlieBlich
kaukasische Individuen mit angiographischer Dokumentation des Koronarstatus sowohl in die
Patienten- als auch Kontrollgruppe eingeschlossen wurden, war auch keine Assoziation
zwischen der G20210A-Variante und der koronaren Herzerkrankung nachweisbar (Russo et al.

2001).

Auf der Grundlage der Beobachtung, dass die Frequenzen der Prothrombinvariante G20210A in
verschiedenen Populationen schwanken und bei gesunden Kaukasiern zwischen 1 % und 4 %
liegen (Rosendaal et al. 1998), konnten zudem signifikante Populationsvariationen wie auch
Unterschiede in der Privalenz anderer genetischer und umgebungsbedingter pradisponierender

Risikofaktoren wichtige Ursachen fiir die diskrepanten Resultate darstellen.
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Um mit der gewiinschten statistischen Aussagekraft die zu erwartenden kleinen bis mittelgro3en
genetischen Effekte, auch unter den Bedingungen einer allelischen Heterogenitit und des
multiplen Testens, nachweisen zu konnen, muss die Fallzahl der untersuchten Studienpopulation
hinreichend grof3 sein. Wihrend die Population dieser Studie von 2000 Patienten zum Zeitpunkt
der Rekrutierung eine der groften genetischen Assoziationsstudien zur KHK darstellte, waren
die meisten aufgefiihrten Studien, trotz der geringen Prdvalenz der FII-Transition, durch eher
kleine Stichprobenumfinge charakterisiert. Bedingt durch die inaddquate Studiengrof3e basierten
die Risikoschitzungen vieler Arbeiten auf einer geringen Zahl von Mutationen, sodass
Assoziationen moglicherweise durch Stichprobenvariation und / oder Zufall, negative Ergebnisse
durch den begrenzten statistischen Informationswert der kleinen Gruppen verursacht sein
konnten. Zusétzlich waren in vielen Untersuchungen durch die kleinen Stichprobenumfinge und
die Seltenheit des A-Allels getrennte Betrachtungen von minnlichen und weiblichen Individuen
wie auch Analysen in Untergruppen von Patienten mit giinstigem oder ungiinstigem Risikoprofil

nicht moglich.

Wie auch die vorliegende Arbeit haben die meisten der erwdhnten Studien einen retrospektiven
Ansatz und unterliegen damit den mit diesem Verfahren verbundenen Nachteilen. Der ,,allele
drop out”“ scheint aber keine allzu groBe Rolle zu spielen. Zwar wurde in einer kleinen
Autopsiestudie eine erhohte Pravalenz des 20210GA-Genotyps bei Patienten mit tddlichem
Myokardinfarkt beobachtet (OR = 7,0; 95 % CI 0,6 - 82), doch waren wiederum in einer Gruppe
von 2689 gesunden Kaukasiern keine signifikanten altersabhidngigen Prévalenzunterschiede
beziehungsweise kein zeitabhidngiger gesundheitsschidlicher FEinfluss fiir den G20210A-
Polymorphismus nachweisbar (Hessner et al. 2001, Mikkelsson und Karhunen 2002).

Die jetzigen Ergebnisse wie auch die bestehende Kontroverse um die Hypothese, ob die
FIIG20210A-Mutation einen genetischen Risikofaktor fiir die koronare Herzerkrankung
darstellt, stiitzen die Notwendigkeit, viel groBere Untersuchungen mit Studienpopulationen von
mehreren tausend phéinotypisierten Patienten durchzufilhren, um einen moderaten, aber
potentiell wichtigen Effekt, auch in komplexen Zusammenhidngen wie der koronaren

Herzerkrankung, verlésslich beurteilen zu konnen.
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4.3  Phinotypische Bedeutung der FIIG20210A-Mutation

4.3.1 Verbindung des 20210A-Allels mit der Prothrombinaktivitét

Die erstmalig von Poort et al. beschriebene signifikante Variabilitit der Aktivitidt wie auch der
Konzentration des Prothrombins als Funktion der G20210A-Genotypen konnte von mehreren
nachfolgenden Studien, einschlielich der jetzigen Studie, bestétigt werden (Poort et al. 1996;
Ferraresi et al. 1997; Kyrle et al. 1998; Franco et al. 1999; Soria et al. 2000; von Ahsen et al.
2000; Russo et al. 2001). Die hochsten Prothrombinaktivititen wurden bei Trigern des
homozygoten 20210AA-Genotyps ermittelt (Soria et al. 2000). In der hier vorliegenden
Untersuchung ging die Prisenz des heterozygoten 20210GA-Genotyps sowohl in der
Gesamtgruppe als auch nach getrennter Betrachtung der KHK-Gruppe und der Kontrollgruppe
mit einer signifikanten Erhohung der FII-Aktivitdt um 13,0 - 15,0 % einher (P < 0,001).

Wihrend Konsens iiber die gesteigerte Prothrombinaktivitit bei Tragern der FII-Variante in der
Literatur besteht, sind beziiglich der Konzentration des Prothrombinantigens widerspriichliche
Ergebnisse gefunden worden (Poort et al. 1996; Kyrle et al. 1998; Franco et al. 1999; von Ahsen
et al. 2000; Smiles et al. 2002). In Tabelle 30 sind Studien dargestellt, die verschiedene
Prothrombinparameter in Abhidngigkeit vom FIIG20210A-Genotyp beurteilten.

Der in einigen Studien berichtete signifikante Einfluss des Geschlechtes auf die Prothrombin-
aktivitit fand auch in der jetzigen Studie Bestdtigung (von Ahsen et al. 2000; Russo et al. 2001).
Frauen hatten sowohl in der KHK- als auch in der Kontrollgruppe deutlich hohere Werte fiir die
Prothrombinaktivitit als die entsprechenden Ménner (sieche Tab. 12). Griinde dafiir kénnten im
hormonellen Status wie auch in der Verwendung oraler Kontrazeptiva zu suchen sein. So ist
bekannt, dass weibliche Geschlechtshormone die Prothrombinzeit durch Modulation

verschiedener Gerinnungsparameter verkiirzen konnen (Stadel 1981).

In der jetzigen Arbeit wurden bei 976 Patienten mit angiographisch gesicherter KHK (Alters-
median 60,6 Jahre) und 977 alters- und geschlechtsgepaarten Kontrollen (Altersmedian
60,5 Jahre) im Vergleich zu drei anderen Studien, die die Prothrombinaktivitit auch durch einen
Gerinnungs-Assay bestimmten (Soria et al. 2000; von Ahsen et al. 2000; Russo et al. 2001), eher
niedrige und sich im Normbereich befindende FII-Aktivititswerte ermittelt. Die vier
Studienpopulationen waren insofern vergleichbar, als sie alle kaukasischer Herkunft waren und
sich aus beiden Geschlechtern zusammensetzten, doch hatten zwei der Untersuchungen einen

groBeren Frauen- als Ménneranteil zu verzeichnen, was die hoheren Prothrombinaktivititen in

55



den Gesamtgruppen begriinden kann (Soria et al. 2000; von Ahsen et al. 2000). Das
Probandenspektrum variierte zudem erheblich zwischen den Studien und reichte von Individuen
mit frilherer vendser oder arterieller Thrombose (Soria et al. 2000) iiber Patienten mit
angiographisch nachgewiesener koronarer Herzerkrankung und Kontrollpatienten (Russo et al.

2001; jetzige Studie) bis hin zu gesunden Blutspendern (von Ahsen et al. 2000).

Tab. 30: Studien, die verschiedene Marker des Prothrombinmetabolismus in Abhédngigkeit vom
FIIG20210A-Genotyp untersuchten.

Studie PT-Marker FI1G20210A-Genotyp p*
GG GA AA
Poort 1996' PT-Ant. (U/ml) 1,05+0,15 1,32+0,18 <0,001
Ferraresi 1997° PT-Akt. (U/ml) 1,08+0,15 1,23+0,14 0,0002
Kyrle 1998° PT-Akt. (U/ml) 1,06+0,21 1,41+0,26 <0,0001
PT-Ant. (U/ml) 0,99+0,16 1,24+0,25 <0,0001
F1+2 (nmol/1) 1,2+0,45 1,5+0,9 >0,05
ETP (nmol/I+#min) 387+50,1 527,8+114,9 <0,0001
Franco 1999* PT-Ant. (%) 103+1 126x10 0,02
TAT (ug/l) 6+1 16+9 0,02
F1+2 (nmol/l) 10,1 1,5+0,3 0,02
D-Dimer (ug/l) 253+14 334+101 n.s.
von Ahsen 2000°  PT-Akt. (%) 114+ 18,3 1317,1 0,017
PT-Ant. (mg/l) 107+20,6 122+30,7 0,245
Soria 2000° PT-Akt. (%) 123,6+1,8 141,1%£3,7  167,7+8,4 <1%10”
Russo 2001’ PT-Akt. (%) 122,2+1,8 153,2+38,6 <0,001
Smiles 2002° PT-Konz. (ug/ml) 139,5 166,3 <0,001
F1+2 (nM) 0,40 0,44 n.s.
Jetzige PT-Akt. (%) 94,0 106,5 <0,001
Studie’ (Median, 25.-75. Perz.) (86,0-102,0) (100,8-120,3)

* GG-Genotyp versus GA-/AA-Genotyp; 1 = Patienten mit tiefer Beinvenenthrombose, gesunde Kontrollen; 2 =
Patienten mit vendser Thrombose; 3 = Patienten mit tiefer Beinvenenthrombose mit GA-Genotyp, alters- und
geschlechtsgepaarte, gesunde Kontrollen; 4 = junge Patienten mit atherosklerotischer Erkrankung; 5 = gesunde
Blutspender; 6 = Familienmitglieder mit oder ohne thrombotischem Ereignis, Kontrollen; 7 = KHK-Patienten mit
schwerer Koronarsklerose, Kontrollen mit normalen Koronarien; 8 = Patienten mit Myokardinfarkt, Angina oder
Apoplex, Kontrollen; 9 = KHK-Patienten, Kontrollen. ETP = endogenes Thrombinpotential; FI1+2 =
Prothrombinfragment 1+2; PT-Akt. = Prothrombinaktivitit; PT-Ant. = Prothrombinantigen; TAT = Thrombin-
Antithrombin-Komplex
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In der vorliegenden Studie wurden auch KHK-Patienten mit akuten Koronarsyndromen in die
Gerinnungsanalyse einbezogen, wihrend solche Patienten von Russo et al. ausgeschlossen
wurden, da diese Autoren keine vorilibergehenden Verdnderungen der Prothrombinaktivitdt
berticksichtigen wollten (Russo et al. 2001). Im Gegensatz zur jetzigen Arbeit, in der zur
Beschreibung der Prothrombinaktivitit der Median Anwendung fand, wurde in den anderen
Studien der Mittelwert der FII-Aktivitdt angegeben, der anfilliger fiir Ausreiler ist und bei

schiefen Verteilungen unter Umstidnden auch hohere Werte annehmen kann.

Allgemein konnen Unterschiede in der Hohe der Prothrombinparameter nicht nur in dem
unterschiedlichen Alter, der differierenden Probandenauswahl oder den voneinander
abweichenden Bedingungen der Probenentnahme, sondern auch in der unterschiedlichen
Herkunft der Studienpopulationen begriindet sein, obwohl sich in einer der Publikationen kein
signifikanter Unterschied in der Prothrombinkonzentration zwischen Individuen kaukasischer
Herkunft und Amerikanern afrikanischen Ursprungs fand (Smiles et al. 2002). In der Mehrzahl
der Studien, einschlieBlich der vorliegenden, wurde versucht, nur Individuen ohne vorherige
Einnahme von Antikoagulanzien in die Analyse des Gerinnungsfaktors FII einzubeziehen, um
mogliche Medikamenteninteraktionen zum Abnahmezeitpunkt zu vermeiden, wobei diese jedoch
nicht in jedem Fall vollstindig ausgeschlossen werden kdnnen. Neben Medikamententherapie,
Erndhrung und sportlicher Betétigung spielen aber auch zirkadiane Rhythmen eine wichtige
Rolle bei der Modulation der Gerinnungsfaktoraktivititen, einschlieBlich der des Prothrombins
(Soulban 1989; Labrecque 1991). Aufgrund der intraindividuellen Variabilitét ist es moglich,
dass Spiegel von Gerinnungsfaktoren nicht jederzeit den eigentlichen Gerinnungsstatus korrekt
reflektieren, zumal die angegebenen mittleren Aktivititen oder Konzentrationen des
Prothrombins auch meist nur auf einmaligen Bestimmungen und einer relativ kleinen Anzahl von
G20210A-Mutationstrdgern basierten. Differenzen zwischen den Untersuchungen koénnen
dariiber hinaus auch auf fehlerhaften Laborbestimmungen und der Anwendung unterschiedlicher
Nachweisverfahren beruhen. Zwar konnte vier verschiedenen funktionellen Testen (Gerinnungs-
Assay, chromogene Teste) eine dhnlich hohe Effizienz im Nachweis erhohter Prothrombinspiegel
bei G20210A-Heterozygoten bestétigt werden, doch war beispielsweise die ELISA-Methode

diesbeziiglich deutlich weniger zuverldssig (Delahousse et al. 2002).

Trotz der Unterschiede in der HoOhe der gemessenen Prothrombinaktivititen und
Prothrombinkonzentrationen wurde bei allen erwdhnten Studien, einschliefSlich der hier
vorliegenden Untersuchung, der signifikante Einfluss der FIIG20210A-Mutation auf diese

Parameter des Prothrombinmetabolismus deutlich (Tab. 31). Da sich in der jetzigen Arbeit
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sowohl die FII-Aktivititen der 20210GG-Wildtypen als auch die der Mutationstriger im
Referenzbereich befanden, ist es fraglich, ob die G20210A-assoziierten, gesteigerten FII-
Aktivitdten liberhaupt von klinischer Relevanz sind, da kein Zusammenhang zwischen der
Prothrombinaktivitdit und einem erhohten Risiko fiir die koronare Herzerkrankung, dem
Auftreten akuter Koronarsyndrome und der Inzidenz von Frithkomplikationen nach

Koronarintervention aufgezeigt werden konnte.

Der Effekt der kombinierten Prothrombinvarianten G20210A und G10253A auf die Aktivitét des
Gerinnungsfaktors II kann anhand der Resultate der jetzigen Studie nicht zuverlédssig beurteilt
werden. Zwar ging die gleichzeitige Prasenz der FII-Mutationen G20210A und G10253A mit
einer verringerten medianen Prothrombinaktivitit einher, doch waren lediglich 3 Individuen

Triager beider Mutationen, sodass dieses Ergebnis nur auf 3 Messwerten beruhte.

4.3.2 Assoziation zwischen Prothrombinaktivitdt und koronarer Herzerkrankung

Wihrend ein erhohtes Plasmaprothrombin als moderater Risikofaktor fiir vendse Thrombose
identifiziert werden konnte (Poort et al. 1996), ist beziiglich des Zusammenhangs zwischen
hohen, mit der FIIG20210A-Variante assoziierten Prothrombinspiegeln und kardiovaskuldren
Erkrankungen wenig bekannt. Die Studien, die zu dieser Fragestellung durchgefiihrt wurden,

erzielten widerspriichliche Ergebnisse.

In der vorliegenden Arbeit fand sich weder eine Assoziation der gesteigerten
Prothrombinaktivitdt mit einem erhdhten Risiko fiir die koronare Herzerkrankung noch eine
relevante Verbindung zwischen der FII-Aktivitdt und dem Auftreten eines Myokardinfarkts oder
akuter Koronarsyndrome. Die Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer
Herzerkrankung wiesen sogar eine signifikant niedrigere Prothrombinaktivitit als die
Kontrollpatienten auf (Median 92 % versus 96 %; P < 0,001). Diese Beobachtung ist jedoch mit
Vorsicht zu betrachten und zu interpretieren, da die Differenz aufgrund des groflen
Probenumfangs zwar signifikant, aber insgesamt eher gering ist, und sich sowohl die FII-
Aktivitdt der Patienten als auch die der Kontrollen im Referenzbereich des Gerinnungsfaktors I1
(70 - 120 % der Norm) befinden. Ferner konnen verschiedene Einflliisse auf die
Plasmaprothrombinaktivitit wie Erndhrung, Bewegung und medikamentdse Therapie zum

Zeitpunkt der Probenentnahme nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
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Im Gegensatz dazu zeichneten sich in einem italienischen Studienkollektiv 436 Patienten mit
angiographisch nachgewiesener schwerer Koronarsklerose (mittleres Alter 60,6 Jahre) durch
eine signifikant hohere Prothrombinaktivitidt als die 224 Kontrollen aus (132,8 % versus
123,3 %, P < 0,005) (Russo et al. 2001). In einer Untergruppenanalyse fand sich aber kein
Anbhalt dafiir, dass die Prothrombinaktivitdt einen Risikofaktor fiir den Myokardinfarkt darstellt
(130,7 % in der MI-Gruppe versus 135,1 % in der Nicht-MI-Gruppe), was mit den Ergebnissen
einer vorherigen Untersuchung von 200 Uberlebenden eines Myokardinfarktes (Altersmedian
57 Jahre) und 100 gesunden Kontrollen konform geht (Redondo et al. 1999; Russo et al. 2001).
Dieser Aspekt fand nochmals Bestdtigung in einer prospektiven Studie, in der bei élteren
Individuen (= 65 Jahre) keine Assoziation der Hohe des Prothrombins mit der Inzidenz akuter
kardiovaskuldrer Ereignisse (Angina pectoris, Myokardinfarkt) nachgewiesen werden konnte

(Smiles et al. 2002).

Ergebnisse einer Untersuchung von Patienten mit akuter myokardialer Ischdmie oder akutem
Myokardinfarkt bekréftigten die Pridsenz eines, mit einem aktivierten Gerinnungs- und
Fibrinolysesystem in Verbindung stehenden, prothrombotischen Status (Vaziri et al. 1992). So
waren bei 24 US-amerikanischen Patienten sowohl die FII-Gerinnungsaktivititen (86 = 5,5 %
und 98 + 5,6 % versus 118 = 2,3 %) als auch die FII-Antigenkonzentrationen (74 = 5,7 % und
65 = 7,0 % versus 125 = 3,6 %), verglichen mit denen normaler Kontrollen, signifikant reduziert.
Die Untersucher gingen von einem erhdhten Verbrauch verschiedener hamostatischer Faktoren,
einschlieBlich des Gerinnungsfaktors II, im Rahmen der Akutereignisse aus. Dieser Aspekt kann
zudem eine mogliche Erkldrung fiir die signifikant geringeren FII-Aktivititen der KHK-
Patienten der aktuellen Arbeit darstellen, die im Gegensatz zur Studie von Russo et al. auch

Patienten mit akuten kardialen Ereignissen in die Gerinnungsanalyse einschloss.

Anhand der von Russo et al. beobachteten signifikanten Assoziation der Prothrombinaktivitét
mit der koronaren Herzerkrankung, aber dhnlichen Verteilung der FIIG20210A-Genotypen auf
KHK-Patienten und Kontrollen, wird deutlich, dass neben dem 20210A-Allel noch andere,
unbekannte Umweltfaktoren und genetische Faktoren fiir die hohe Prothrombinaktivitét
verantwortlich sein konnen (Russo et al. 2001). Eine gesteigerte Thromboseneigung scheint
aufgrund der schwachen oder fehlenden Verbindung der, mit dem 20210A-Allel assoziierten,
erhohten Prothrombinaktivitdt zu den akuten ischdmischen Ereignissen in den meisten Studien,

einschlieBlich der jetzigen, nicht iiberzeugend.

Beziiglich der Korrelation zwischen der Prothrombinaktivitdt und anderen Parametern konnten
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Beobachtungen vorheriger Studien bestdtigt werden, die auch eine signifikante positive
Korrelation des Prothrombins vor allem mit Parametern des Fettstoffwechsels wie dem
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin und den Triglyzeriden fanden (Hoffman
et al. 1994; Russo et al. 2001; Smiles et al. 2002).

4.4  Beurteilung des kardiovaskuliren Risikos in KHK-Untergruppen

4.4.1 FIIG20210A und Risiko fir KHK nach Geschlecht

In dieser Studie fand sich nach getrennter Analyse der Geschlechter sowohl bei den Frauen
(OR =0,58; 95 % CI 0,09 - 3,05) als auch bei den Ménnern (OR = 1,86; 95 % CI 0,04 - 3,78)
kein Hinweis auf eine bedeutsame Risikosteigerung fiir die koronare Herzerkrankung bei
Mutationstragern. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch die meisten der Fall-Kontroll-
Studien zu ischdmischer Herzerkrankung, die entweder nur Frauen oder Ménner untersuchten
oder Daten fiir beide Geschlechter lieferten, sowie eine Metaanalyse, die die Ergebnisse

verschiedener Einzelstudien zusammenfasste (Burzotta et al. 2004 b).

Innerhalb der KHK-Gruppe der vorliegenden Assoziationsstudie war der heterozygote
20210GA-Genotyp héufiger bei Ménnern als bei den Frauen anzutreffen (3,7 % versus 1,3 %),
doch erzielte diese Differenz keine statistische Signifikanz, moglicherweise auch aufgrund der
insgesamt niedrigen Privalenz des 20210A-Allels. Bei den Kontrollen war der GA-Genotyp

anndhernd gleich auf Ménner und Frauen verteilt (2,0 % versus 2,1 %).

Unter den drei Fall-Kontroll-Studien, die ausschlielich weibliche Studienteilnehmer
einschlossen oder Daten fiir das weibliche Geschlecht analysierten (Rosendaal et al. 1998; Croft
et al. 1999; Burzotta et al. 2002), war nur eine Studie, die in einem kleinen und stark selektierten
Kollektiv von 79 jungen Frauen (18 - 44 Jahre) mit erstem akuten Myokardinfarkt eine hohere
Pravalenz der FII-Mutation als bei 381 Kontrollen (5,1 % versus 1,6 %) und ein signifikant
gesteigertes Risiko fiir Myokardinfarkt bei jungen Trdgerinnen der Prothrombinvariante
(OR =4,0; 95 % CI 1,1 - 15,1; P = 0,038) beschrieb (Rosendaal et al. 1998). Im Gegensatz zu
dem Resultat dieser US-amerikanischen Arbeit war das A-Allel in den zwei anderen Studien aus

GrofBbritannien und Italien und in der Metaanalyse, die die Daten der drei erwéhnten
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Einzelstudien kombinierte (OR = 1,23; 95 % CI 0,54 - 3,42), nicht mit einem erhohten Risiko fiir
Myokardinfarkt beziechungsweise fiir akute Koronarsyndrome bei Frauen assoziiert (Croft et al.

1999; Burzotta et al. 2002; Burzotta et al. 2004 b).

In einer anderen Metaanalyse fand sich ein Hinweis darauf, dass die Prothrombinvariante bei
Frauen stirker mit einem akuten arteriellen Verschlussgeschehen assoziiert war als in der
Gesamtgruppe (OR = 1,73; 95 % CI 0,99 - 3,02 versus OR = 1,32; 95 % CI 1,03 - 1,69), doch
wurden in dieser Metaanalyse nicht nur Patienten mit akutem Myokardinfarkt, sondern auch mit
ischdmischem Schlaganfall und peripherer arterieller Verschlusskrankheit betrachtet, was die

Vergleichbarkeit der Studien erschwert (Kim et al. 2003).

Dass der FIIG20210A-Mutation bei ganz speziellen Patientengruppen wie zum Beispiel jungen
Frauen Bedeutung als Risikofaktor fiir den Myokardinfarkt zukommen kann, fand in den
Ergebnissen einer anderen US-amerikanischen Fall-Kontroll-Studie Unterstiitzung, in der die
Prothrombinvariante bei hypertensiven, postmenopausalen Frauen (30 - 79 Jahre) einen
Risikofaktor fiir Myokardinfarkt darstellte (OR = 4,32; 95 % CI 1,52 - 12,1) (Psaty et al. 2001).
Hypertensive Frauen mit Hormonersatztherapie und Prothrombinvariante hatten im Vergleich zu
den Frauen, die keine Hormonersatztherapie erhielten und den G20210A-Wildtyp trugen, ein
fast 11-fach erhohtes Risiko fiir einen Myokardinfarkt (OR = 10,9; 95 % CI 2,15 - 55,2). Wie in
der Studie von Rosendaal et al. basierten aber auch diese Beobachtungen auf einer kleinen Zahl
von Mutationstrigern, und die statistische Unsicherheit fand in den groen Konfidenzintervallen

ihren Ausdruck (Rosendaal et al. 1997; Psaty et al. 2001).

Die sieben Studien, die entweder nur Manner einschlossen (Doggen et al. 1998; Inbal et al. 1999;
Ridker et al. 1999; Vargas et al. 1999; Coulet et al. 2000) oder Daten zum méinnlichen
Geschlecht lieferten (Croft et al. 1999; Burzotta et al. 2002), wie auch die Metaanalyse von
Burzotta et al., die diese Einzelstudien zusammenfassend bewertete (Burzotta et al. 2004 b),
kamen nahezu {iibereinstimmend zu dem Ergebnis, dass die genetische Variation im
Prothrombingen nicht das Risiko fiir einen Myokardinfarkt oder ein akutes Koronarsyndrom bei
Mainnern erhoht. Niederldndische Untersucher gingen zwar anhand ihrer Ergebnisse bei 560
ménnlichen Patienten mit erstem Myokardinfarkt vor dem 70. Lebensjahr und 646 alters-
gepaarten Kontrollen davon aus, dass Triager der FII-Variante ein bedeutend hoheres Risiko fiir
Myokardinfarkt als Nichttrdger haben, doch unterschied sich die Priavalenz der FII-Mutation bei
den Patienten nicht signifikant von der bei den Kontrollen (1,8 % versus 1,2 %) (Doggen et al.
1998). Weiterhin erreichte die Odds-Ratio (OR = 1,5; 95 % CI 0,6 - 3,8) keine statistische

Signifikanz und das 95 % Konfidenzintervall schloss sogar einen geringen protektiven Effekt
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nicht aus (Doggen et al. 1998). Fianden die Ergebnisse der zwei Untersuchungen, die in
ausgewdhlten weiblichen Patientenpopulationen ein signifikant erhéhtes Myokardinfarktrisiko
bei Triagerinnen der G20210A-Mutation sicherten, in nachfolgenden, umfangreicheren Studien
Bestétigung, konnte ein Screening auf die Prothrombinvariante eine bessere Beurteilung des
Nutzens und der Risiken erlauben, die beispielsweise mit der Hormonersatztherapie bei

postmenopausalen Frauen assoziiert sind (Rosendaal et al. 1997; Psaty et al. 2001).

4.4.2 FIIG20210A und Risiko fiir KHK bei jungen Individuen

In der vorliegenden Arbeit konnte die Prothrombinvariante G20210A nicht als genetischer
Risikofaktor fiir eine Manifestation der koronaren Herzerkrankung vor dem 40. beziehungsweise
50. Lebensjahr gesichert werden (OR = 0,39; 95 % CI 0,05 - 2,97; OR = 0,56; 95 % CI
0,22 - 1,42).

Diese Ergebnisse gehen mit denen anderer Fall-Kontroll-Studien einher, die entweder
ausschlieBlich junge Patienten oder, wie in der jetzigen Studie, Untergruppen junger Individuen
mit angiographisch nachgewiesener koronarer Herzerkrankung untersuchten (Watzke et al. 1997;
Eikelboom et al. 1998; Taymaz et al. 2006). Ferner fand sich auch bei jungen spanischen
Mainnern mit klinisch manifester koronarer Herzerkrankung, bei Patienten mit verschiedenen
atherosklerotischen Erkrankungen (KHK, PAVK, Kombination von KHK und PAVK) und
jungen Individuen mit akuten Koronarsyndromen keine Assoziation zwischen FIIG20210A und
einem gesteigerten Risiko fiir eine frithe Krankheitsmanifestation (Doggen et al. 1998;
Eikelboom et al. 1998; Ardissino et al. 1999; Croft et al.1999; Franco et al. 1999; Gardemann et
al. 1999; Inbal et al. 1999; Vargas et al. 1999; Burzotta et al. 2002; Atherosclerosis, Thrombosis,
and Vascular Biology Italian Study Group 2003; Segev et al. 2005).

Nur einige Assoziationsstudien, die eher kleine und stirker ausgewéhlte Kollektive junger
Individuen mit Myokardinfarkt beziehungsweise akuten Koronarsyndromen betrachteten, sowie
zwei Metaanalysen lieferten ein Anhalt fiir einen Zusammenhang zwischen der
Prothrombinvariante und friihzeitiger Erkrankung. So waren sowohl junge US-amerikanische
Frauen zwischen 18 und 44 Jahren mit erstem akuten Myokardinfarkt, eine Untergruppe
niederldndischer Myokardinfarktpatienten (mittleres Alter 40 Jahre) als auch Individuen mit

verschiedenen arteriellen Erkrankungen und gilinstigem kardiovaskuldren Risikoprofil
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(Altersmedian 39,8 Jahre; kein Diabetes mellitus, Hypertonie und Hyperlipoproteindmie) durch
ein hoheres Erkrankungsrisiko als die entsprechenden Kontrollen gekennzeichnet, wenn sie die
FII-Variante trugen (Arruda et al. 1997; Rosendaal et al. 1997; Franco et al. 1999). Dariiber
hinaus waren die, in der Metaanalyse von Burzotta et al. ermittelten, signifikanten
Risikosteigerungen fiir Myokardinfarkt bei Individuen unter 45 und unter 55 Jahren (OR = 2,3;
95 % CI 1,27 - 4,59; OR = 1,77; 95 % CI 1,16 - 3,42) in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis
einer weiter zuriickliegenden Metaanalyse, die Myokardinfarktpatienten unter 55 Jahren

betrachtete (OR = 1,86; 95 % CI 0,99 - 3,51) (Boekholdt et al. 2001; Burzotta et al. 2004 b).

Neben den Studien, die eine Assoziation zwischen der Prothrombinvariante und der koronaren
Herzerkrankung bei jungen Individuen berichteten, waren auch die Untergruppen zahlreicher
anderer Studien, einschlieBlich der jetzigen, durch kleine Stichprobenumfinge gekennzeichnet,
was in einer geringen statistischen Aussagekraft resultierte. In der vorliegenden Untersuchung
trug nur einer der 66 Patienten mit einer Krankheitsmanifestation vor Vollendung des 40.

Lebensjahres den heterozygoten 20210GA-Genotyp (1,5 %).

4.4.3 FIIG20210A und Risiko fiir KHK nach kardiovaskuldren Risikofaktoren

Da die Entwicklung der koronaren Herzerkrankung nicht einem einzelnen Gen oder
Umweltfaktor zugeschrieben werden kann und sich die komplexe Pathologie auf verschiedene
Interaktionen zwischen genetischen Faktoren und Umwelteinfliissen griindet, wurde in
zahlreichen Studien der Effekt konventioneller Risikofaktoren in die Analyse einbezogen, um so
mogliche Beziehungen zwischen traditionellen kardiovaskuldren und neuen genetischen

Risikofaktoren aufzeigen zu konnen.

In der jetzigen Untersuchung waren sowohl unter Rauchern, Patienten mit Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie oder Hypertonie als auch in den Schichten mit hohem Risiko (Patienten
mit Hypertonie, Hypercholesterindmie und Rauchen) und geringem Risiko (Patienten ohne
Hypertonie, Hypercholesterinimie, Diabetes mellitus und Rauchen) keine signifikanten
Differenzen in der Verteilung des 20210A-Allels zwischen KHK-Patienten und Kontrollen
nachweisbar. Innerhalb der KHK-Gruppe fand sich dariiber hinaus kein Anhalt flir eine
Interaktion der Prothrombinvariante G20210A mit den konventionellen Risikofaktoren Diabetes

mellitus, Hypertonie, Hypercholesterindmie oder Rauchen.
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Die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchung entsprechen somit den Resultaten zwei
anderer Studien, die in verschiedenen Hochrisikokategorien (Raucher, > 55 Jahre, Hyper-
cholesterindmie, Hypertension oder Adipositas) und in Untergruppen mit giinstigem Risikoprofil
(< 55 Jahre, keine konventionellen Risikofaktoren) auch keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung des 20210A-Allels zwischen Patienten mit angiographisch dokumentierter koronarer
Herzerkrankung und den Kontrollen sichern konnten (Russo et al. 2001; Almawi et al. 2004).
Weiterhin war innerhalb verschiedener Populationen von Myokardinfarktpatienten kein
signifikant erhohtes Risiko fiir ein, mit dem 20210A-Allel assoziiertes, akutes Koronarereignis
erkennbar, wenn die Patienten gleichzeitig traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren

aufwiesen (Eikelboom et al. 1998; Ardissino et al. 1999; Ridker et al. 1999).

Die Resultate einiger anderer Studien indizierten jedoch, dass das Risiko fiir die koronare
Herzerkrankung durch die Kombination des 20210A-Allels mit anderen wichtigen
kardiovaskuldren Risikofaktoren erhoht sein kann und die Bedeutung der FII-Transition auf
Individuen beschrinkt ist, die zusétzliche kardiovaskulire Risikofaktoren haben (Rosendaal et al.

1997; Doggen et al. 1998; Gardemann et al. 1999; Inbal et al. 1999).

Bei jungen, vorwiegend weilen Frauen aus den USA (18 - 44 Jahre) war das Myokardinfarkt-
risiko besonders hoch, wenn sie neben der FII-Transition andere Hauptrisikofaktoren fiir die
koronare Herzerkrankung aufwiesen (Rosendaal et al. 1997). Es zeigten hier nicht nur die
Raucherinnen, die die G20210A-Mutation trugen, ein vielfach hoheres Risiko als nicht
rauchende Frauen ohne FII-Variante (OR = 43,3; 95 % CI 6,7 - 281), auch die Mutations-
trigerinnen mit einem oder mehreren metabolischen Risikofaktoren (Adipositas, Hypertension,
Hypercholesterindmie oder Diabetes mellitus) waren durch ein signifikant hoheres Risiko als die
Frauen ohne FII-Transition und ohne metabolische Risiken gekennzeichnet (OR = 33,8; 95 % CI
5,5-209).

Der in dieser Kohorte junger US-amerikanischer Frauen demonstrierte synergistische Effekt von
atherogenen und thrombogenen Risikofaktoren in der Pathogenese des akuten Myokardinfarkts
wurde ebenfalls in zwei Fall-Kontroll-Studien beobachtet, die ausschlieBlich Manner
einschlossen (Doggen et al. 1998; Inbal et al. 1999). Innerhalb dieser Studienpopulationen junger
beziehungsweise dlterer Ménner mit erstem Myokardinfarkt zeigten die Patienten, die neben
einem prothrombotischen Polymorphismus (FIIG20210A, FV Leiden Mutation 1691 oder
MTHFR 677T) einen metabolischen Risikofaktor (Adipositas, Diabetes mellitus, Hypertonus
oder Hypercholesterinimie) aufwiesen oder rauchten, ein signifikant hdheres

Myokardinfarktrisiko als die Ménner ohne den jeweiligen kardiovaskuldren Risikofaktor und
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ohne Gerinnungsdefekt. Vor allem die Kombination eines prothrombotischen Polymorphismus
mit gegenwirtigem Nikotinkonsum steigerte das Risiko (OR = 17,6; 95 % CI 6,3 - 48,9),
wihrend in den beiden Gesamtstudienpopulationen kein signifikant erhdhtes Risiko fiir einen
Myokardinfarkt gesichert werden konnte (OR = 1,5; 95 % CI 0,6 - 3,8; OR = 1,78; 95 % CI
0,46 - 6,94) (Doggen et al. 1998; Inbal et al. 1999).

Um akzeptierte Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung bestitigen und genauere
Aussagen hinsichtlich unbekannter Risikofaktoren machen zu kdnnen, wurde in einer umfang-
reichen deutschen Arbeit bewusst auf eine separate Kontrollgruppe ohne klinische Symptome
einer Herzerkrankung verzichtet (Gardemann et al. 1999). Wéhrend in der unselektierten
Studienpopulation von 2210 Ménnern mit angiographisch definierter Koronaranatomie und
Standardrisikofaktoren die FII-Genvariation nicht mit der Prisenz oder Schwere der koronaren
Herzerkrankung in der Gesamtgruppe assoziiert war, zeigten die Individuen mit ungiinstigen
Lipidprofilen ausgepréigte Differenzen in den CHD-Scores (Coronary Heart Disease-Score nach
Gensini) zwischen 20210GA-Heterozygoten und GG-Homozygoten, wobei sich die Triager des
A-Allels durch deutlich héhere CHD-Scores auszeichneten. Diese Beobachtung traf besonders
fiir jingere Patienten (< 62 Jahren) zu, die gleichzeitig eine kleine Apo Al/Apo B-Ratio (< 1,19)
und hohe Lp(a)-Plasmaspiegel (> 28 mg/dl) hatten. Eine weitere Beschrankung auf Raucher, auf
Patienten mit hohen Fibrinogenplasmaspiegeln oder hohen Glukosekonzentrationen erhohte
aulerdem die Differenz in den CHD-Scores zwischen den G20210A-Genotypen (Gardemann et
al. 1999). Vergleichbar mit der jetzt vorliegenden Untersuchung umfasste die grof3e
Studienpopulation zwar Individuen deutscher Herkunft mit Standardrisikofaktoren, jedoch

wurde die Studie von Gardemann et al. nicht im Fall-Kontroll-Design durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den Studien, die eine Interaktion zwischen der Prothrombinmutation und
konventionellen Risikofaktoren demonstrieren oder diesbeziiglich keinen Anhalt finden konnten,
erzielte die Prasenz des 20210A-Allels in einer italienischen Studie bei jenen Patienten mit
akutem Koronarsyndrom ein signifikant erhohtes Risiko, die keine zusétzlichen kardio-
vaskuldren Risiken hatten (OR = 5,1; 95 % CI 1,2 - 21,4) (Burzotta et al. 2002). Ferner gab es in
einer prospektiven Untersuchung einen Hinweis darauf, dass die G20210A-Variante einen
bedeutenden Risikofaktor fiir einen ungiinstigen Langzeitverlauf bei Patienten darstellen kann,
die ein erstes akutes Koronarsyndrom in Abwesenheit metabolischer Risikofaktoren (Diabetes
mellitus, Hypertonie, Hypercholesterindmie) entwickelten (OR = 5,64; 95 % CI 1,07 - 29,84)
(Burzotta et al. 2004 a). Die Triger des 20210A-Allels zeichneten sich dabei in einer zwei-

jéhrigen Beobachtungszeit durch einen signifikant schlechteren klinischen Verlauf als Trager des
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20210G-Allels aus, wihrend bei Patienten mit mindestens einem metabolischen Risikofaktor
(RR =0,95; 95 % CI 0,13 - 6,65) oder bei Rauchern (RR = 0,97; 95 % CI 0,13 - 6,8) keine
bedeutsame Risikomodulation durch den G20210A-Genotyp gesehen wurde (Burzotta et al.
2004 a).

In allen Studien, einschlieBlich der jetzigen, waren die Untergruppen der Patienten, die
zusitzliche kardiovaskuldre Risikofaktoren aufwiesen beziehungsweise einer Hochrisiko- oder
Geringrisiko-Kategorie angehorten, durch einen relativ kleinen Probenumfang und sehr wenige
Mutationstrager gekennzeichnet, sodass die Ergebnisse der Interaktionsanalysen aufgrund der
schwachen statistischen Aussagekraft durchweg mit Vorsicht interpretiert werden miissen.
Untersuchungsergebnisse, die entweder nur bei Frauen (Rosendaal et al. 1997) oder Ménnern
(Doggen et al. 1998; Gardemann et al. 1999; Inbal et al. 1999) gewonnen wurden, sind nicht

vorbehaltlos auf das andere Geschlecht tibertragbar.

Die kontroversen Resultate hinsichtlich der Bedeutung der FII-Transition fiir das Risiko fiir die
koronare Herzerkrankung oder ein akutes Koronargeschehen bei gleichzeitiger Prdsenz oder
Abwesenheit kardiovaskuldrer Hauptrisikofaktoren erfordern eine weitere Beurteilung dieses

Aspektes in groBeren Studien.

4.4.4 FIIG20210A und Risiko fiir koronare Herzerkrankung nach Schweregrad

In der vorliegenden Studie fand sich kein Zusammenhang zwischen dem 20210GA-Genotyp und
dem Schweregrad der koronaren Herzerkrankung. Die Verteilung der G20210A-Genotypen auf
die Patienten mit 1-, 2- oder 3-GefdBerkrankung zeigte keinen signifikanten Unterschied, und die
FII-Mutation konnte in der logistischen Regressionsanalyse nicht als unabhéngiger Risikofaktor

fiir eine schwere Mehrgefderkrankung identifiziert werden.

Es werden damit die Ergebnisse zweier zurilickliegender Studien bestitigt, die bei 2210
ménnlichen Kaukasiern deutscher Herkunft beziechungsweise 644 australischen Patienten unter
50 Jahren auch keine Assoziation zwischen dem angiographischen Ausmal} der koronaren
Herzerkrankung und der Prothrombinmutation G20210A aufzeigen konnten (Eikelboom et al.
1998; Gardemann et al. 1999).

Im Gegensatz dazu deuteten Beobachtungen italienischer und neuseeldndischer Untersucher auf

eine signifikante Assoziation zwischen der G20210A-Variante und akuten Koronarsyndromen
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bei Patienten mit limitierter koronarer Atherosklerose hin (van de Water et al. 2000; Burzotta et
al. 2002; French et al. 2003). So hatten 81 italienische Patienten < 65 Jahren mit erstem akuten
Koronarsyndrom und nicht signifikanter Koronarstenose oder einer 1-Gefderkrankung eine
hohere Priavalenz des 20210A-Allels als die Patienten mit einer Mehrgefaferkrankung (9,9 %
versus 2,7 %) (Burzotta et al. 2002). Auch das Erkrankungsrisiko war erhoht, wenn nur die
Patienten mit einer nicht signifikanten oder einer 1-GefdlBerkrankung mit den gesunden
Kontrollen verglichen wurden (OR = 3,8; 95 % CI 1,3 - 10,8), aber nicht, wenn nur Patienten mit
einer MehrgefaBerkrankung betrachtet wurden (OR = 0,9; 95 % CI 0,2 - 4,7). Die zwei Studien
aus Neuseeland berichteten von 41 Patienten < 50 Jahren beziehungsweise 60 Patienten ohne
Altersbeschrinkung mit Myokardinfarkt und nicht flusslimitierender Stenose, die eine hohere
Priavalenz der Prothrombinvariante aufwiesen als die Myokardinfarktpatienten mit einer oder
mehr Koronarstenosen > 50 %, wobei hier aufgrund der relativ geringen Patientenzahl keine
statistische Signifikanz erreicht wurde und die Patientengruppen heterogen hinsichtlich des
Schweregrades der angiographischen KHK waren (van de Water et al. 2000; French et al. 2003).
Auch die gemeinsame Analyse der zwei Untersuchungen, die Genotypfrequenzen fiir Patienten
mit nicht signifikanter beziehungsweise 1-, 2- oder 3-GefaBerkrankung lieferten (Gardemann et
al. 1999; Burzotta et al. 2002), erbrachte eine hohere Pravalenz des GA-Genotyps bei Patienten
mit nicht signifikanter oder 1-GefdBerkrankung als bei denen mit einer MehrgefaBerkrankung
(4,4 % versus 2,2 %, relatives Risiko = 2,0; 95 % CI 1,2 - 3,1) (Burzotta et al. 2000). Wahrend
drei der Studien kein Fall-Kontroll-Design aufwiesen (Gardemann et al. 1999; van de Water et
al. 2000; French et al. 2003), blieben in der vorliegenden und in der australischen Fall-Kontroll-
Studie wiederum Patienten mit nicht signifikanter Koronarstenose (Stenose < 50 %)

unberiicksichtigt (Eikelboom et al. 1998).

Es ist gesichert, dass Individuen mit frithzeitigem Myokardinfarkt, insbesondere junge Frauen,
oft eine begrenzte koronare Atherosklerose zeigen (Choudhury und Marsh 1999). Die These,
dass prothrombotische genetische Faktoren wie auch die, mit der FIIG20210A-Mutation in
Verbindung stehende, vermehrte Gerinnungsneigung eine wesentliche Rolle in der Entwicklung
des Myokardinfarktes bei Patienten mit angiographisch intakten Koronararterien
beziehungsweise mit weniger abnormalen Koronarien spielen konnen, wird zusétzlich von den
Beobachtungen der zwei Arbeiten gestlitzt, die bei jungen US-amerikanischen Frauen zwischen
18 und 44 Jahren und jungen niederlindischen Myokardinfarktpatienten (mittleres Alter 40
Jahre) eine signifikante Assoziation zwischen der G20210A-Mutation und dem Risiko fiir

Myokardinfarkt fanden (Rosendaal et al. 1997; Franco et al. 1999).
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Anhand der Ausfithrungen wird deutlich, dass weitere Beurteilungen dieses Aspektes in Studien
mit groferen Probenumfingen notwendig sind, da einige der kleinen Studien einem

Publikationsbias zugunsten eines positiven Resultates unterliegen kdnnen.

4.4.5 FIIG20210A und Risiko fiir akute Koronarsyndrome

Obwohl zahlreiche Einzelstudien und Metaanalysen versucht haben, die Prothrombinvariante
G20210A mit dem Risiko fiir Myokardinfarkt oder Auftreten akuter Koronarsyndrome sowohl
bei jiingeren als auch dlteren Individuen zu korrelieren, konnten bis dato keine eindeutigen

Beziehungen aufgezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese, dass Trager der prothrombotischen FII-
Variation G20210A ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten eines Myokardinfarktes oder eines
akuten Koronarsyndroms haben, bei 652 KHK-Patienten mit Myokardinfarkt und 224 Patienten
mit akutem Koronarsyndrom untersucht. Diese fand jedoch keine Bestitigung, da Triger des
heterozygoten 20210GA-Genotyps weder fiir einen Myokardinfarkt (OR = 1,0; 95% CI
0,44 - 2,42) noch fiir ein akutes Koronarsyndrom (OR = 0,37; 95 % CI 0,07 - 1,21) eine

signifikante Risikoerhdhung aufwiesen.

Die jetzigen Ergebnisse gehen mit Resultaten einer Reihe anderer Studien konform, die ebenfalls
keine Assoziation der FII-Variante G20210A mit einem erhéhten Risiko fiir Myokardinfarkt
(Corral et al. 1997; Dilley et al. 1998; Croft et al. 1999; Gardemann et al. 1999; Prohaska et al.
1999; Redondo et al. 1999; Ridker et al. 1999; Coulet et al. 2000; Russo et al. 2001; Durante-
Mangoni et al. 2002), akute Koronarsyndrome (Ferraresi et al. 1997; Feng et al. 1999; Araujo et
al. 1999; Smiles et al. 2002) oder plotzlichen Herztod (Reiner et al. 2002) demonstrieren
konnten. Ferner erzielten auch die fiinf Metaanalysen, die die Korrelation der
Prothrombinmutation G20210A mit dem Gesamtrisiko fiir Myokardinfarkt oder akute Koronar-
syndrome beurteilten (ohne Altersbeschrinkung), {ibereinstimmend negative FErgebnisse
(Boekholdt et al. 2001; Wu et al. 2001; Kim et al. 2003; Burzotta et al. 2004 b; Ye et al. 2006).
Jedoch sollten die negativen Resultate einiger Studien aus verschiedenen Griinden mit Vorsicht
interpretiert werden. So war das Studienkollektiv der prospektiven Studie aus den USA
(Physicians” Health Study) nicht nur ethnisch heterogen zusammengesetzt, sondern umfasste

auch eine sehr spezielle, initial gesunde Gruppe von minnlichen Arzten zwischen 41 - 84 Jahren
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mit einem geringen kardiovaskuldren Risiko (Ridker et al. 1999). Dariiber hinaus wurden die
Physicians’ Health Study und drei Fall-Kontroll-Studien in Populationen mit relativ hohen
Frequenzen des FII-Polymorphismus durchgefiihrt, was zu den Nullresultaten beigetragen haben
konnte (Araujo et al. 1999; Feng et al. 1999; Redondo et al. 1999; Ridker et al. 1999).
Abgesehen von einem nicht auszuschlieBenden Publikationsbias zeigte sich in allen Meta-
analysen eine signifikante Heterogenitét fiir die Gesamtgruppe der Studien zu Myokardinfarkt
und akuten Koronarsyndromen, was die Aussagekraft der kalkulierten Odds-Ratio in Frage
stellen konnte (Boekholdt et al. 2001; Wu et al. 2001; Kim et al. 2003; Burzotta et al. 2004 b; Ye
et al. 2006).

Die in der vorliegenden Studie herangezogene, nicht selektierte Patientenpopulation mit
Standardrisikofaktoren ist reprisentativ fiir die Patienten, die in der klinischen Praxis gesehen
werden. Da aber die meisten Fall-Kontroll-Studien, einschlieBlich der jetzigen, vorwiegend
Uberlebende eines Myokardinfarkts untersuchten, kénnte der Effekt auf das Myokardinfarkt-
risiko moglicherweise unterbewertet sein, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass Patienten,
die wihrend der akuten Phase des Myokardinfarktes starben, die Prothrombinvariante hiufiger
trugen. Die Hypothese, dass die prothrombotische FII-Mutation mit schwerem Myokardinfarkt
assoziiert sein konnte, wurde auch von Ergebnissen einer kleinen Autopsiestudie untermauert,
die eine Tendenz zu erhdhter Privalenz des 20210GA-Genotyps bei Patienten mit todlichem

Myokardinfarkt beobachtete (OR = 7,0; 95 % CI 0,6 - 82) (Mikkelsson und Karhunen 2002).

Einige andere Untersuchungen, die oftmals stirker ausgewdhlte Gruppen oder Untergruppen als
in der aktuellen Studie analysierten, lieferten jedoch einen Anhalt fiir eine Verbindung des
heterozygoten 20210GA-Genotyps mit dem Risiko fiir Myokardinfarkt beziehungsweise fiir
akute Koronarereignisse (Rosendaal et al. 1997; Arruda et al. 1998; Doggen et al. 1998; Franco
et al. 1999; van de Water et al. 2000; Boekholdt et al. 2001; Burzotta et al. 2002; Gerdes et al.
2002; French et al. 2003; Burzotta et al. 2004 a; Burzotta et al. 2004 b). So gingen brasilianische
wie auch niederldndische Untersucher anhand ihrer Studienergebnisse davon aus, dass die
Prothrombinvariante mit einem erhdhten Risiko fiir Myokardinfarkt assoziiert ist, doch war in
der Studie von Doggen et al. die Priavalenz der FII-Mutation bei den 560 Mannern mit erstem
Myokardinfarkt vor dem 70. Lebensjahr nicht signifikant verschieden von der Privalenz bei den
Kontrollen (1,8 % versus 1,2 %) (Arruda et al. 1998; Doggen et al. 1998). Die resultierende
Odds-Ratio (OR = 1,5; 95 % CI 0,6 - 3,8) beruhte auBerdem auf einer geringeren Préivalenz der
Prothrombinvariante bei den Kontrollen (1,2 %) als in der gesunden niederldndischen

Allgemeinbevolkerung (2 %) (Poort et al. 1996; Rosendaal et al. 1998). Ebenso war die
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brasilianische Studie, die ein fast fiinffach hoheres Risiko bei 220 Uberlebenden eines
Myokardinfarkts (OR = 4,8; 95 % CI 1,0 - 23,4) ermittelte, durch eine sehr niedrige Privalenz
der Prothrombinvariante innerhalb der Kontrollgruppe gekennzeichnet (0,7 %), auf der die

Positivresultate basieren konnen (Arruda et al. 1998).

Auch bei jungen Frauen (18 - 44 Jahre) mit erstem akutem Myokardinfarkt fand sich im
Zusammenhang mit der G20210A-Mutation ein vierfach hoheres Erkrankungsrisiko als bei den
gesunden Kontrollen (OR = 4,0; 95 % CI 1,1 - 15,1), wobei das Risiko besonders hoch war,
wenn andere kardiovaskuldre Risikofaktoren gleichzeitig prasent waren (Rosendaal et al. 1997).
Die Ergebnisse dieser Studie aus den USA basierten aber auf sehr wenigen Mutationstrdgern (4
von 79 Frauen), sodass eine erhebliche statistische Ungenauigkeit in den Risikoschédtzungen
resultierte und die Konfidenzintervalle, besonders in den Interaktionsanalysen, weit waren. Auch
wenn das relative Risiko in dieser ausgewihlten Patientenpopulation junger Frauen hoch war,
wird das absolute Risiko viel geringer sein als zum Beispiel bei &lteren Individuen
beziehungsweise dlteren Miannern, da der Myokardinfarkt ein eher seltenes Ereignis bei jungen

Frauen darstellt (Rosendaal et al. 1997).

Den verschiedenen Resultaten zwischen den Geschlechtern liegen moglicherweise Faktoren wie
Hormonstatus oder die Einnahme oraler Kontrazeptiva zugrunde. Die Risikofaktoren bei jungen
Individuen, insbesondere bei jungen Frauen, konnen sich in ihrer Ausprdgung von denen élterer
Individuen unterscheiden, sodass die bei ihnen gewonnenen Ergebnisse nicht auf &ltere oder
ménnliche Patientenpopulationen iibertragen werden konnen. Es ist nicht auszuschlieen, dass
die Prothrombinvariante eine Rolle in der Atiologie des Myokardinfarkts in diesen selektierten
Populationen spielt, doch konnen die Effekte bei élteren Individuen schwieriger zu erfassen sein,
da mit zunehmendem Alter sowohl die Prisenz als auch die Schwere der Atherosklerose
zunehmen und eine hohere Hintergrundinzidenz von Myokardinfarkten bei Menschen ohne

spezielle Risikofaktoren resultiert.

In Anbetracht der Tatsache, dass jiingere Patienten mit frithzeitigem Myokardinfarkt
normalerweise eine geringere atherosklerotische Beteiligung der Koronarien und eine hdhere
Priavalenz normaler oder fast normaler Koronararteriogramme aufweisen (Zimmermann et al.
1995), und dass schwichere Risikofaktoren fiir akute Koronarereignisse nur in Populationen mit
geringem Risiko sichtbar sind, untersuchten =zahlreiche Studien junge Individuen
beziehungsweise Individuen mit giinstigem kardiovaskuldrem Risikoprofil und kamen auch in

diesem Punkt zu widerspriichlichen Ergebnissen.
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So konnte die G20210A-Mutation nicht nur bei den 79 jungen Frauen aus den USA (Rosendaal
et al. 1997), sondern auch in einer Untergruppe von 173 niederldndischen Patienten mit
frithzeitiger atherosklerotischer Erkrankung (mittleres Alter 40 Jahre) als genetischer
Risikofaktor fiir Myokardinfarkt ermittelt werden (OR = 4,2; 95 % CI 1,2 - 14,6) (Franco et al.
1999). Ferner war die FII-Mutation in einer selektierten Gruppe von 71 jungen Individuen ohne
Hyperlipoproteindmie, Hypertension und Diabetes mellitus (Median 39,8 Jahre), die aber
verschiedene arterielle Erkrankungen aufwiesen (Myokardinfarkt, zerebrale arterielle
Verschlusskrankheit, periphere arterielle Verschlusskrankheit), mit einer gesteigerten
thrombotischen Tendenz assoziiert (OR = 8,4; 95 % CI 1,58 - 45,0) (Arruda et al. 1997). Nicht
zu vernachléssigen sind jedoch die geringen Privalenzen der Prothrombinvariante innerhalb der
gesunden brasilianischen und niederldndischen Kontrollpopulationen von 0,7 % und 1,0 %, die
moglicherweise den Positivresultaten zugrunde liegen konnten (Arruda et al. 1997; Franco et al.
1999). Zwar bestétigten auch zwei Metaanalysen, dass die Prothrombinvariante bei jungen
Individuen mit Myokardinfarkt vor dem 55. Lebensjahr (OR = 1,77; 95 % CI 1,16 - 3,42), und
insbesondere vor dem 45. Lebensjahr (OR = 2,3; 95 % CI 1,27 - 4,59), mit einer deutlichen
Risikosteigerung verbunden war (Boekholdt et al. 2001, Burzotta et al. 2004 b), doch sprachen
die Ergebnisse zahlreicher Einzelstudien bei jungen Individuen beziehungsweise der Analysen
von Untergruppen junger Patienten gegen eine Assoziation des 20210A-Allels mit einem
erhohten Risiko fiir Myokardinfarkt oder akute Koronarsyndrome (Doggen et al. 1998;
Eikelboom et al. 1998; Ardissino et al. 1999; Croft et al. 1999; Gardemann et al. 1999; Inbal et
al. 1999; Burzotta et al. 2002; Atherosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology Italian Study
Group 2003).

Beobachtungen anderer Studien zufolge konnte der Prothrombinvariante sogar eine bedeutende
Rolle bei Individuen mit Myokardinfarkt oder akuten Koronarsyndromen zukommen, die eine
begrenzte atherosklerotische Beteiligung oder keine zusitzlichen kardiovaskuldren Risiko-
faktoren aufweisen (van de Water et al. 2000; Burzotta et al. 2002; French et al. 2003; Burzotta
et al. 2004 a). So zeigten sowohl 41 junge (< 50 Jahre) als auch 60 Patienten ohne Alters-
begrenzung, bei denen 3 - 4 Wochen nach einem Myokardinfarkt keine flusslimitierende
Koronarstenose nachweisbar war, eine hohere Frequenz der G20210A-Mutation als Myokard-
infarktpatienten mit mindestens einer angiographischen Stenose > 50 % (7,3 % versus 1,8 %,
OR =4,4; 95 % CI1 0,7 - 27,5 und 6,7 % versus 2,1 %, OR = 3,4; 95 % CI 0,95 - 11,8) (van de
Water et al. 2000; French et al. 2003). In beiden Studien wurde keine statistische Signifikanz
erreicht, moglicherweise bedingt durch die relativ geringe Anzahl von Patienten mit nicht

signifikanter Koronarstenose, doch gingen die Untersucher von einem starken Trend aus. Ferner
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erzielte die Priasenz des 20210A-Allels bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (Altersmedian
51 Jahre) ein signifikant erhohtes Risiko im Vergleich zu den gesunden Kontrollen, wenn die
Patienten entweder eine positive Familienanamnese fiir Myokardinfarkt, eine geringe athero-
sklerotische Beteiligung oder keine =zusétzlichen kardiovaskuldren Risikofaktoren hatten
(Burzotta et al. 2002). Zwei prospektive Studien demonstrierten, dass die G20210A-Variante
nicht nur einen signifikanten Risikofaktor fiir ein ungiinstiges Langzeit-Outcome bei Patienten
darstellen konnte, die ein erstes akutes Koronarsyndrom vor dem 65. Lebensjahr in Abwesenheit
metabolischer kardiovaskuldrer Risiken entwickelten (relatives Risiko = 5,64; 95 % CI
1,07 - 29,84; P = 0,016) (Burzotta et al. 2004 a), sondern auch mit dem Auftreten neuer
ischdmischer Ereignisse bei dlteren Individuen mit etablierter Atherosklerose assoziiert sein
konnte (Gerdes et al. 2002). In der letztgenannten niederldndischen Studie zeigten zwar die
Trager der G20210A-Mutation wahrend der mittleren Beobachtungszeit von 3,5 Jahren mehr
ischdmische Ereignisse (Myokardinfarkt, Apoplex, peripherer arterieller Verschluss) als die
Nichttrager (36 % versus 18 %), doch wurde keine statistische Signifikanz erreicht (P = 0,06).
Zusitzlich beschrinkte sich die Analyse auf mannliche Daten, da unter den eingeschlossenen

Frauen keine Mutationstriger identifiziert wurden (Gerdes et al. 2002).

Anhand der Resultate der jetzigen und vieler anderer Fall-Kontroll-Studien wird deutlich, dass
die Variation im Prothrombingen und die damit verbundene Verdnderung in der himostatischen
Funktion anscheinend weniger zu arterieller als zu vendser Thrombose beitridgt. Die fehlende
Assoziation des G20210A-Polymorphismus mit dem Gesamtrisiko fliir Myokardinfarkt
beziehungsweise akute Koronarsyndrome ist nicht unbedingt {liberraschend, da die Bedeutung
einer einzelnen dtiologischen Komponente in einer unselektierten Population durch die
Priavalenz anderer dominanter Faktoren abgeschwicht werden konnte. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass die FII-Transition in selektierteren Patientenpopulationen
diesbeziiglich von Relevanz sein kann. Es demonstrierten einige Studien, dass die G20210A-
assoziierte Risikoerhdhung fiir Myokardinfarkt beziehungsweise akute Koronarsyndrome stark
vom Alter der Patienten, dem Ausmall der koronaren Herzerkrankung und von der
Patientenstratifizierung nach traditionellen Risikofaktoren abhingt (Arruda et al. 1997;
Rosendaal et al. 1997; Franco et al. 1999; van de Water et al. 2000; Boekholdt et al. 2001;
Burzotta et al. 2002; French et al. 2003; Burzotta et al. 2004 a; Burzotta et al. 2004 b).
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4.4.6 FIIG20210A und Risiko fiir Frithkomplikationen nach Koronarintervention

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Hypothese war, dass Triger der FII-Variation G20210A
aufgrund der gesteigerten Prothrombinaktivitdit ein hoheres Risiko haben konnten,
Frithkomplikationen nach Koronarkatheterintervention (PTCA, DCA, Stentimplantation) zu
erleiden. Verschiedene Studien unterstrichen mit ihren Resultaten die Bedeutung der direkten
spezifischen Thrombinhemmung fiir die Reduktion akuter thrombotischer Komplikationen wie
auch fiir die Verminderung der Neointimabildung nach perkutaner transluminaler

Koronarangioplastie (Bittl et al. 1995; Serruys et al. 1995; Gallo et al. 1998).

Die Hypothese wurde an der Untergruppe von 656 KHK-Patienten iiberpriift, die sich einer
Katheterintervention unterzogen hatten. Die Ergebnisse der univariaten Analyse als auch der
multiplen logistischen Regression lieferten keinen Anhalt dafiir, dass die FIIG20210A-Mutation
einen Risikofaktor fiir das Auftreten einer Frithkomplikation innerhalb der ersten 30 Tage nach

perkutaner Koronarintervention darstellt.

Zu dhnlichen Resultaten kam eine italienische Studie, die erstmalig das Auftreten unerwiinschter
kardialer Ereignisse (MACE) und die Priasenz der FII-Variante bei 520 Patienten mit akutem
Myokardinfarkt oder instabiler Angina pectoris nach erfolgreicher perkutaner Koronarinter-
vention mit Stentimplantation beurteilte (Marcucci et al. 2006). Nach einer deutlich ldngeren,
durchschnittlichen Beobachtungszeit von 22,2 Monaten hatten 109 der 520 Patienten ein
unerwiinschtes Ereignis (21 %). Die Anzahl der Mutationstrdger unterschied sich jedoch auch
hier nicht signifikant zwischen Patienten mit und ohne eine schwere Komplikation (3,7 % versus
4,1 %, P = 0,8). Die hoheren Privalenzen des heterozygoten GA-Genotyps sowohl bei Patienten
mit und ohne unerwiinschtes Ereignis (3,7 %; 4,1 %) als auch im gesamten italienischen
Patienten- und Kontrollkollektiv (4,0 %; 3,6 %) stimmten mit der in siideuropidischen

Populationen beobachteten Hiufigkeit von FIIG20210A iiberein (Rosendaal et al. 1998).

Wurden in der vorliegenden Untersuchung wie bei Marcucci et al. nur die Patienten mit Stent-
einlage betrachtet, so war beziiglich der Verteilung der G20210A-Genotypen kein signifikanter
Unterschied zwischen den Patienten mit und ohne Frithkomplikation erkennbar (GA-Genotyp
4,5 % versus 2,3 %), wobei beachtet werden muss, dass nur ein Mutationstriager in der MACE-
Gruppe identifiziert werden konnte und das Konfidenzintervall fiir die Odds-Ratio sehr weit war
(OR =1,98; 95 % CI 0,04 - 17,54). Die beiden Studienpopulationen waren insofern vergleichbar,
als alters- und geschlechtsgepaarte Patienten und Kontrollen dhnlichen Alters und mit anndhernd

gleicher Geschlechtsverteilung untersucht wurden (Altersmedian 60,6 Jahre beziehungsweise
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67 Jahre). Weiterhin zeichneten sich die Patienten der italienischen Arbeit, wie in der jetzigen
Studie, durch einen signifikant hoheren Anteil an konventionellen kardiovaskuldren Risiko-
faktoren als die Kontrollen aus. Den Ergebnissen beider Studien zufolge scheint dem
Prothrombinpolymorphismus G20210A keine signifikante Rolle als prognostischer Parameter
fiir das Auftreten von unerwiinschten kardialen Ereignissen nach perkutaner Koronarkatheter-
intervention oder fiir eine individuell angepasste Thromboseprophylaxe und Therapie
zuzukommen. Fiir definitive Schliisse ist jedoch die Zahl der Mutationstrager in den MACE-

Gruppen beider Arbeiten zu gering.

4.5  FII-Polymorphismus G10253A: Privalenz, Assoziation mit FIIG20210A und
phinotypische Bedeutung

Zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung existierten keine Daten iiber die Haufigkeit der
Prothrombinvariante G10253A in der kaukasischen Allgemeinbevolkerung. Zielsetzung der Fall-
Kontroll-Studie war die Untersuchung dieser FII-Variante in der Studienpopulation kaukasischer
Herkunft, die Priifung auf allelische Assoziation mit FIIG20210A sowie auf Assoziation mit dem

FII-Spiegel und dem Risiko fiir die koronare Herzerkrankung und deren Komplikationen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig in einem groBen deutschen Kollektiv von 1000
Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer Herzerkrankung und in einem Kontroll-
kollektiv von weiteren 1000, nach Alter und Geschlecht gepaarten, Patienten die Privalenz des
GA-Polymorphismus an der Nukleotidposition 10253 des Prothrombingens analysiert. Die
Haufigkeit des heterozygoten GA-Genotyps im Patientenkollektiv (5,8 %; 95 % CI 4,4 - 7.5)
entsprach dabei der Mutationsprdvalenz in der Kontrollgruppe, in der ein homozygoter AA-
Genotyp detektiert werden konnte (5,0 %; OR = 1,16; 95 % CI 0,77 - 1,75). Die fiir das A-Allel
ermittelten Frequenzen von 2,9 % (95 % CI 2,2 - 3,7) in der Patientengruppe und 2,58 %
(95 % CI 1,9 - 3,4) in der entsprechenden Kontrollgruppe waren etwas niedriger als die in einer
vorherigen Untersuchung bei italienischen Patienten mit schwerer Blutungsneigung und Hypo-
prothrombindmie und 33 gesunden Kontrollen detektierte Allelfrequenz von 4 % (Poort et al.
1997). Moglicherweise bestehen fiir den G10253A-Polymorphismus, vergleichbar mit der
G20210A-Variante, geographische oder ethnische Unterschiede, die fiir die Differenzen
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verantwortlich sein konnen. Aufgrund der sehr geringen Anzahl getesteter Allele (n=68) kdnnte
aber auch die Héufigkeit des 10253A-Allels in der italienischen Studienpopulation etwas

uberschitzt sein.

Dariiber hinaus konnte keine allelische Assoziation zwischen den FII-Mutationen G20210A und
G10253A nachgewiesen werden. Es wurden insgesamt nur 3 Individuen identifiziert, die beide
FII-Varianten trugen. Aufgrund dieser sehr geringen Zahl an Trigern beider FII-Mutationen sind
Analysen hinsichtlich der Auswirkung auf die Prothrombinaktivitdt oder des Risikos fiir die
koronare Herzerkrankung bei Kombination der Mutationen nicht sinnvoll und deren Ergebnisse

nicht aussagekriftig.

Da die Prisenz des 10253 A-Allels nicht die Aminosduresequenz des Prothrombins beeinflusst,
war davon auszugehen, dass die Prothrombinvariante allein keine Auswirkungen auf die FII-
Aktivitit beziehungsweise auf das Risiko fiir die koronare Herzerkrankung hat (Friezner Degen
und Davie 1987). In der Gesamt- und in der Kontrollgruppe war auch kein signifikanter
Unterschied in der Prothrombinaktivitit zwischen den 10253GG- und GA-Genotypen
ersichtlich, wihrend sich innerhalb der KHK-Gruppe eine um 5 % niedrigere FII-Aktivitit bei
den Mutationstragern fand (94 % versus 89,5 %; P = 0,012). Diese Differenz war zwar fallzahl-
bedingt signifikant, doch im Vergleich zur G20210A-Mutation eher gering. Die medianen
Prothrombinaktivititen befanden sich zudem im Referenzbereich des Gerinnungsfaktors II.
Sowohl die Stratifizierung nach Geschlecht, den kardiovaskuldren Risiken Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie, Hypertonie und Rauchen als auch die Betrachtung der Hoch-Risiko- und
Gering-Risiko-Kategorien lieBen keinen Unterschied in der Genotypenverteilung zwischen
KHK-Patienten und Kontrollen erkennen. Dariiber hinaus fand sich bei Trigern der FII-Mutation
G10253A kein erhdhtes Risiko fiir die Manifestation der koronaren Herzerkrankung vor dem 40.
beziehungsweise vor dem 50. Lebensjahr, fiir einen Myokardinfarkt oder ein akutes Koronar-
syndrom. Es war auch keine signifikante Assoziation der G10253A-Mutation mit dem
Schweregrad der koronaren Herzerkrankung und dem Auftreten einer Frithkomplikation nach
perkutaner Koronarintervention nachweisbar. Die Ergebnisse der univariaten Analyse fanden
Bestitigung in der logistischen Regressionsanalyse. Es wurde lediglich ein Zusammenhang
zwischen der FII-Mutation G10253A und dem Risikofaktor Hypercholesterindmie gesichert, der

unklar und moglicherweise zufallig ist.

Es wird deutlich, dass die FII-Variante G10253A, allein und in Kombination mit FIIG20210A,
keinen Effekt auf die Prothrombinaktivitit hat und keinen genetischen Risikofaktor fiir die

koronare Herzerkrankung und deren Komplikationen darstellt.
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5 Zusammenfassung

Die systematische Untersuchung genetischer Pridispositionsfaktoren fiir kardiovaskulédre
Erkrankungen und ihre Komplikationen hat sich zu einem umfangreichen und intensiv
bearbeiteten Forschungsgebiet entwickelt. In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie wurden die
zwei Polymorphismen G20210A und G10253A im Gen des Gerinnungsfaktors II (Prothrombin),
einem Kandidatengen des Gerinnungssystems, auf ihre Assoziation zur koronaren
Herzerkrankung und deren Komplikationen in einer groBen deutschen Studienpopulation
untersucht. Prothrombin ist das Vorldufermolekiil der Serinprotease Thrombin, die {iber ihre
zentrale Position in der Hédmostase hinaus ein potenter Aktivator vieler, an der Entstehung
atherosklerotischer Plaques beteiligter Zellantworten ist. Die Bedeutung des funktionellen
G20210A-Polymorphismus und der mit ihm assoziierten Verdnderungen des
Plasmaprothrombins fiir die koronare Herzerkrankung wurde in einer wachsenden Zahl
klinischer Studien unterschiedlicher Grée und Designs untersucht, doch es sind oft

widerspriichliche und nicht eindeutige Ergebnisse erzielt worden.

1000 konsekutiv rekrutierte Patienten mit angiographisch nachgewiesener koronarer
Herzerkrankung und 1000 alters- und geschlechtsgepaarte Kontrollen derselben Herkunft
wurden mit Hilfe der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR und Schmelzkurvenanalyse genotypisiert; die

Qualititskontrolle erfolgte durch eine PCR-RFLP-Methode sowie DNA-Sequenzanalyse.

Die Préivalenz des heterozygoten 20210GA-Genotyps in der KHK-Gruppe unterschied sich nicht
signifikant von der in der Kontrollgruppe (3,1 %; 95 % CI 2,1 - 4,4 versus 2,0 %; 95 % CI
1,2 - 3,1). Auch die erstmalig in einer grofen kaukasischen Studienpopulation ermittelte
Priavalenz der G10253A-Variante zeigte keine signifikante Differenz zwischen KHK-Patienten
und Kontrollen (5,8 %; 95 % CI 44 - 7,5 versus 4,9 %; 95 % CI 3,7 - 6,5), ein
Kontrollindividuum trug den homozygoten 10253 AA-Genotyp. Zwischen den Einzelnukleotid-
polymorphismen G20210A und G10253A war ferner keine allelische Assoziation nachweisbar;
es konnten nur 3 Individuen identifiziert werden, die fiir beide Mutationen heterozygot waren

(0,15 %, 95 % CI1 0,03 - 0,5).

Die Ergebnisse dieser Assoziationsstudie deuten darauf hin, dass die FII-Mutationen G20210A
und G10253A, sowohl einzeln als auch in Kombination, keine Risikofaktoren fiir die koronare
Herzerkrankung und akute Koronarsyndrome darstellen. Nach der Stratifizierung in Geschlecht
und konventionelle kardiovaskuldre Risiken fand sich diesbeziiglich auch keine

Effektmodifikation. Dariiber hinaus war weder eine Assoziation mit dem Schweregrad noch mit
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dem Manifestationsalter der koronaren Herzerkrankung nachweisbar. Den Resultaten zufolge
kommen die untersuchten FII-Polymorphismen auch nicht als mogliche Risikopridiktoren fiir
30-Tage-Komplikationen (Tod, Myokardinfarkt, erneute Revaskularisation des Zielgefifles) nach
Koronarkatheterintervention (PTCA, DCA oder Stenteinlage) in Betracht.

Die als Funktion der G20210A-Genotypen beschriebene signifikante Variabilitit der
Prothrombinaktivitit fand in der jetzigen Arbeit Bestitigung. Triger des heterozygoten
20210GA-Genotyps hatten um 13 % bis 15 % hohere FII-Aktivititen als Triager des
homozygoten Wildtyps (94 % versus 106,5 %; P < 0,001), wobei alle Aktivititen im
Referenzbereich des FII lagen, was die klinische Relevanz dieser Differenz in Frage stellt. Die
FII-Mutation G10253A hatte in der Gesamtgruppe keine Auswirkungen auf die Prothrombin-
aktivitit. Hinsichtlich des Effektes der Kombinationen der Prothrombinvarianten auf die FII-
Aktivitdt zeigten die zusammengesetzt heterozygoten Individuen zwar eine um 8 % niedrigere
Prothrombinaktivitdt als die Trager der Wildtypen (87 % versus 94 %), jedoch beruhte dieses

Resultat nur auf drei Messwerten, was keine eindeutige und verldssliche Aussage zulésst.

Dariiber hinaus war eine signifikant hohere Prothrombinaktivitit im weiblichen Patienten- und
Kontrollkollektiv als in den entsprechenden ménnlichen Kollektiven (P = 0,002; P < 0,001)
sowie ein signifikanter Zusammenhang des Gerinnungsfaktors II mit der koronaren
Herzerkrankung nachweisbar. Die KHK-Patienten hatten dabei eine niedrigere mediane
Prothrombinaktivitit als die Kontrollen zu verzeichnen. Diese Differenz war zwar gering, aber

fallzahlbedingt signifikant (94 % versus 96 %; P <0,001).

Die fehlende Assoziation der FIIG20210A-Variante und der, mit dem 20210A-Allel assoziierten,
erhohten Prothrombinaktivitidt zu den akuten ischdmischen Ereignissen legt nahe, dass der FII-
Polymorphismus G20210A und die damit verbundene Verdnderung in der hdmostatischen

Funktion offensichtlich weniger zu arterieller als zu vendser Thrombose beitragen.

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der bisherigen Studien verdeutlichen exemplarisch
die methodischen Herausforderungen fiir Assoziationsstudien zur Untersuchung genetischer
Einflisse auf komplexe Erkrankungen wie die koronare Herzerkrankung. Wenn sich die
Resultate der Studien, in denen die Prothrombinvariante G20210A als genetischer Risikofaktor
fiir die koronare Herzerkrankung, insbesondere fiir die akuten Koronarsyndrome, demonstriert
werden konnte, in unabhingigen Populationen bestitigten, konnte der G20210A-
Polymorphismus als hereditdrer Suszeptibilititsfaktor zu einer verbesserten Risikoeinschitzung

in ausgewihlten Patientenpopulationen herangezogen werden.
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Verzeichnis der Abkiirzungen

APC
BMI
Bp
BSA
CI
DCA
DMSO
DNA
dNTP’s
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EKG
ETP
KHK
MACE
MgCl
MTHFR
mRNA
n.s.

OR
PAVK
PCR
PDGF-BB
PTCA

RFLP

TAFI

UTR
Vs.

WHO

Activated protein C (aktiviertes Protein C)

Body mass index (Korpermasseindex)

Basenpaare

Bovine serum albumine (bovines Serumalbumin)

Confidence interval (Konfidenzintervall)

Directional coronary atherectomy (direktionale Atherektomie)
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
Desoxyribonukleotid-5"-Triphosphate

Ethylendiamintetraacetat

Elektrokardiogramm

Endogenous thrombin potential (endogenes Thrombinpotential)
Koronare Herzerkrankung

Major adverse cardiac events (schwerwiegende kardiale Ereignisse)
Magnesiumchlorid

Methylentetrahydrofolatreduktase

Messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsédure)

nicht signifikant

Odds ratio (Chancenquotient)

Periphere arterielle Verschlusskrankheit

Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Platelet derived growth factor (Thrombozyten-Wachstumsfaktor)
Percutaneous transluminal coronary angioplasty (perkutane transluminale
Koronarangioplastie)

Restriction fragment length polymorphism (Restriktionsfragmentldngenpoly-
morphismus)

Blutdruck nach Riva-Rocci [mmHg]

Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (Thrombin-aktivierbarer-Fibrinolyse-
Inhibitor)

Untranslated region (nicht translatierte Region)

versus

World Health Organization
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