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1. Einleitung
1.1  Koronare Herzkrankheit (KHK)

1.1.1 Pathogenese der Atherosklerose und Thrombusbildung

Eine Reihe von Gefal3erkrankungen bewirken durch Wandverdickung eine
Verfestigung der Arterienwand mit konsekutivem Elastizitatsverlust sowie eine
Lumeneinengung (Bocker et al., 2008). Die bedeutendste Form dieser
Gefallerkrankungen stellt die Atherosklerose dar (Bocker et al., 2008). Der Begriff
Atherosklerose ist die von der ,World health organisation® (WHO) vorgeschlagene
Bezeichnung der Schlagaderverkalkung. Die WHO definiert die Atherosklerose als
,eine variable Kombination von Veranderungen zunachst der Intima, bestehend aus
einer herdférmigen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten,
Blut, Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit
Veranderungen der Arterienmedia“ (Riede et al., 2009).

Die Atherosklerose beschreibt eine von der Intima auf die Media Ubergreifende
Erkrankung der grof3en und mittelgro3en Arterien vom elastischen und muskularen
Typ. Sie geht mit progressiven Lipideinlagerungen (Namensteil ,Athero-“) und
diffuser Kollagenfaservermehrung (Namensteil ,-sklerose“) einher und wird durch
eine chronische Entzindungsreaktion gepragt (Riede et al., 2004).

Die resultierenden Veranderungen an der Arterienwand verlaufen nach folgender
pathogenetischer Reaktion (Abbildung 1): Am Anfang steht eine Schadigung des
Endothels (Typ-1-L&sion). Als mogliche Ursachen werden hierfur Risikofaktoren wie
zum Beispiel die Hypercholesterindmie oder das Rauchen und Wirbelbildungen an
Gefallverzweigungen diskutiert. Daraufhin bildet das Endothel Chemokine und
Adhasionsmolekile  fir  Monozyten und  Lymphozyten. Sie  schitten
proinflammatorische Zytokine aus und tragen dadurch zur Ausdifferenzierung der
Monozyten zu Makrophagen bei. Die Produktion von Stickstoffmonoxid wird
gedrosselt und somit eine Vasokonstriktion bewirkt. Durch die initiale Endothellasion,
kombiniert mit einem Uberangebot an dem im Blut zirkulierenden ,Low-density*-
Lipoprotein (LDL), gelangt LDL in den Subintimaraum. Dort wird es durch freie
Radikale der Endothelzelle und durch Makrophagen oxidiert. Uber den Scavenger-
Rezeptor wird dieses oxidierte LDL in die Makrophagen aufgenommen und die
Cholesterinester in  Lysosomen gespalten. Bei einem Uberangebot an

Cholesterinestern findet jedoch eine Reveresterung statt. Durch vakuoléare



Ablagerungen wandeln sich dann die Makrophagen in sogenannte Schaumzellen
um, die sich in der Intima ansammeln und morphologisch als gelblich erhabene,
streifenformige Herde (,fatty streaks®, Typ-2-Lasion) auf der Arterieninnenseite
imponieren. Die entstandenen Schaumzellen besitzen nicht die erforderlichen
Enzyme, um das Cholesterin zu verdauen, sodass es auskristallisiert. Da zudem
zytotoxische T-Lymphozyten Perforine ausschitten, gehen die Schaumzellen
apoptotisch zugrunde. Durch das vielfache ,Absterben“ der Schaumzellen bildet sich
in der Subintima ein instabiler Lipidplaque (,Atherom®, Typ-3/4-Lasion) — ein flussiger
Fettbrei mit Cholesterinkristallen. Durch proinflammatorisches Endothelin-1 und
Interleukin-1 sowie durch Wachstumsfaktoren, die von noch funktionstiichtigen
Makrophagen abgegeben werden, werden Mediamyozyten vor Ort zur Proliferation
angeregt. Die ebenfalls stimulierten Endothelzellen locken durch ihren
Plattchenaktivierungsfaktor Thrombozyten an, die Uber den Myofibroblasten-
Wachstumsfaktor ,Platelet Derived Growth Factor die Fibrosierung (,Fibroatherom®,
Typ-5-Lasion) gleichsam fordern. Letztlich kommt es zur Verkalkung. Die Zellen des
Fibroatheroms bilden Matrixmetalloproteasen, welche die Deckplatte der Plaque
erweichen. Daraufhin kann die Plaque rupturieren und embolisieren. Desweiteren
bilden diese Zellen vermehrt den prokoagulatorischen ,Tissue Factor®. Blutet es nun
in die Plaque ein und treffen Gerinnungsfaktoren auf das thrombogene Material,
formiert sich ein ,nonokklusiver Thrombus* (Typ-6-Lasion). Im Fall eines ungunstigen
Gleichgewichts zwischen prothrombotischen Stimuli und Fibrinolyse kann ein
,OKklusiver Thrombus® entstehen, zum Verschluss des GefalRes fihren und so

beispielsweise einen Myokardinfarkt (MI) bedingen (Riede et al., 2004).



Typ-1-
Lasion

Typ-2-
Lasion

zunehmende Lipideinlagerung

Typ-3-
Lasion

Typ-4-
Lasion

Typ-5-
Lasion
Zunahme von

glatten

Muskelzellen und

Kollagenfasern

Typ-6-
Lasion
Thrombenbildung

und

Hamorrhagien

Abbildung 1:

1.1.2 Angina pectoris und Ml

Pathogenetische Reaktion der Atherosklerose

(Stary et al., 1995)

Die KHK ist die Manifestation der Atherosklerose in den Herzkranzarterien (Herold et

al., 2010). Hochgradige Stenosen in diesen Arterien behindern den Blutfluss und

verursachen folglich eine Koronarinsuffizienz -

Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot

im Myokard (Herold et al.,

ein Missverhaltnis zwischen

2010).

Entsprechend der prozentualen Verminderung des GefalRdurchmessers teilt man die

Koronarstenosen in verschiedene Schweregrade ein (Herold et al., 2010):

Grad I: 25-49%
Grad Il: 50-74%
Grad lll: 75-99%
Grad IV:  100%

hamodynamisch nicht signifikante Stenose

hamodynamisch signifikante Stenose

kritische Stenose

kompletter Verschluss
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Regionale Perfusionsstorungen des Myokards sind erst zu erwarten, wenn das
Gefalllumen mehr als 50% eingeengt ist (hd&modynamisch signifikante Stenose).
Sind mehr als 75% des Lumens einer Koronararterie durch atherosklerotische
Lasionen verschlossen (kritische Stenose), ist die Koronarreserve (Differenz
zwischen maximal mdglicher Koronardurchblutung und Koronardurchblutung in
Ruhe) erschopft. Dann ist bei erhéhter Sauerstoffanforderung des Arbeitsmyokards
wie beispielsweise unter korperlicher Belastung nicht mehr mit einer ausreichenden
Blutversorgung zu rechnen. Bei einer 90%igen Stenose tritt dies bereits in Ruhe ein
(Herold et al., 2010, Bocker et al., 2008).

Die Angina pectoris ist das Leitsymptom der Koronarinsuffizienz und tritt mit
retrosternal lokalisierten Schmerzen in Erscheinung. Typischerweise empfinden die
Patienten den Schmerz als einengend, driickend, stechend oder brennend und er
kann in den Hals, in den Unterkiefer, in die Schultergegend, in den Oberbauch oder
in den linken (beziehungsweise rechten) Arm bis in die ulnaren Fingerspitzen
ausstrahlen. Dieses Symptom hat meist einen Crescendo-Decrescendo-Charakter
(Dietel et al., 2009). Man unterscheidet zwei Formen der Angina pectoris: Bei der
stabilen Angina pectoris haben die Patienten Uber eine lange Zeit die gleichen,
stabilen Beschwerden. Diese treten reproduzierbar bei korperlicher oder psychischer
Belastung auf, dauern funf bis zehn Minuten an und reagieren in ein bis zwei Minuten
regredient auf die sublinguale Nitroglyceringabe (Herold et al., 2010). Die instabile
Angina pectoris kann sowohl bei Zunahme an Intensitdt und Frequenz aus der
stabilen Form hervorgehen als auch erstmalig oder in Ruhe auftreten. Als instabile
Angina pectoris gilt jede Erstangina sowie eine Angina pectoris, die mit
zunehmenden Schmerzen, mit zunehmender Dauer oder mit zunehmender
Haufigkeit auftritt. Es besteht ein akutes Infarktrisiko (Herold et al., 2010; Gerok et
al., 2007).

Ein Ml ist eine ischdmische Myokardnekrose, die meist auf dem Boden einer KHK
auftritt (Herold et al., 2010). Ein Ml tritt in der Regel auf, wenn eine vulnerable Plaque
rupturiert, eine atherosklerotisch verdnderte Koronararterie daraufhin thrombotisch
verschlossen und somit die Koronardurchblutung abrupt gedrosselt wird. Der
Schmerz dabei ahnelt in seinem Charakter dem der Angina pectoris, tritt jedoch
meist in Ruhe auf, ist schwerwiegender und von langerer Dauer (Dietel et al., 2009).
Die Diagnose MI wird bei einem tber 20 Minuten anhaltenden Ruheschmerz mit ST-

Strecken-Hebungen im Elektrokardiogramm oder erhtéhten serologischen Markern
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fur nekrotische Kardiomyozyten gestellt (Troponin T oder Troponin |, Kreatinkinase-

Isoenzym) (Siegenthaler et al., 2006).

1.1.3 Epidemiologie der KHK

Gemal den Angaben der WHO ist die KHK derzeit die haufigste Todesursache auf
der Welt. Im Jahr 2009 fuhrte die KHK in Deutschland die Todesursachenstatistik mit
15,8% aller Todesursachen an (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2010).
Insgesamt erleiden in Deutschland pro Jahr circa 300 von 100.000 Menschen einen
akuten Ml und rund 400 von 100.000 Patienten werden mit der klinischen
Symptomatik einer instabilen Angina pectoris behandelt. Mit ihren verschiedenen
klinischen Manifestationsformen (Angina pectoris, MI, plotzlicher Herztod,
Herzinsuffizienz) ist die KHK in den westlichen Industrienationen die bedeutendste
Ursache fir Arbeitsunfahigkeit, vorzeitige Invaliditat und Tod (Gerok et al., 2007).

In den ersten vier Wochen nach einem MI sterben circa 50% aller Infarktpatienten,
wie das Ergebnis einer weltweiten Studie der WHO, die die Bezeichnung Monitoring
trends and determinants in cardiovascular disease(MONICA)-Projekt tragt, zeigte
(Herold et al., 2010). Innerhalb von zwei Jahren nach dem Ml erleiden weitere 5-10%
aller Infarktpatienten einen plétzlichen Herztod (Herold et al., 2010).

Die Inzidenz eines Koronarereignisses steigt im Alter stark an, wobei Manner
statistisch zehn bis 20 Jahre friher an sklerosierten Koronararterien leiden als
Frauen. Jedoch néhert sich die Inzidenz der KHK bei Frauen mit zunehmendem Alter
derjenigen bei Mannern an. Die Inzidenz der KHK in der Altersgruppe von 65 bis 94
Jahren im Vergleich zur Altersgruppe von 35 bis 64 Jahren ist bei Mannern doppelt
und bei Frauen dreimal so hoch. Zudem ist die Mortalitat der KHK fir Manner im
jungeren Lebensalter von 25 bis 34 Jahren dreimal so hoch (mit 74 bis 84 Jahren 1,6
mal so hoch) wie fur Frauen (Wilson et al., 2010).

Seit 1975 konnte ein Rickgang der Mortalitat der KHK um mehr als 24% in den
meisten européischen Lander und in den USA verzeichnet werden. Dieser Trend ist
vor allem in Regionen mit einem fortschrittlichen Gesundheitssystem ersichtlich. Die
Grunde daftr sind zu einer Halfte in Verbesserungen der Therapie der KHK zu
finden. Die restlichen 50% werden einer Reduktion der Risikofaktoren, vor allem dem
Ruckgang des Rauchens und der Behandlung der Hypercholesterindmie,
zugeschrieben (Wilson et al., 2010).
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Angesichts einer alter werdenden Bevoélkerung und gleichzeitig steigender Inzidenz
der KHK im Alter ist zu erwarten, dass die Erkrankung weiterhin entsprechend haufig
auftritt (Herold et al., 2010).

1.1.4 Risikofaktoren der KHK

Die Risikofaktoren der Koronarsklerose entsprechen denen der allgemeinen
Atherosklerose. Als Risikofaktoren werden jene Faktoren angesehen, welche die
Pathogenese einer Erkrankung statistisch begunstigen kdnnen. Zum einen kénnen
dies eine genetische Pradisposition und zum anderen Umwelteinflisse und
risikoférdernde Verhaltensweisen wie beispielsweise das Rauchen sein (Bocker et
al., 2008). Nach ihrer Bedeutung fir die Progression der Atherosklerose werden sie
in Risikofaktoren erster Ordnung (zum Beispiel Hypercholesterindmie, Hypertonie,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Alter und Geschlecht) und zweiter Ordnung (zum
Beispiel Adipositas, Bewegungsmangel, Stress, Hyperurikdmie und hormonelle
Faktoren) eingeteilt (Bocker et al., 2008). Eine hohe Gefahrdung geht von der
genetisch determinierten familiaren Belastung aus (Walter et al.,, 2000).
Insbesondere bei Auftreten eines akuten MI bei sehr jungen Patienten wird die
genetische Pradisposition als der fihrende kausale Risikofaktor diskutiert (Walter et

al., 2000). Tabelle 1 zeigt die Hauptrisikofaktoren der Atherosklerose.
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Tabelle 1:  Hauptrisikofaktoren der Atherosklerose

Alter und Geschlecht:

Lipidprofil:

Nikotin:

Das Risiko an einer KHK zu versterben ist fiur Manner und
Frauen ahnlich hoch. Manner erleben Atherosklerose-
Manifestationen jedoch in einem jiingeren Lebensalter als
Frauen (Kreuzer et al., 2003). Frauen haben erst nach der
Menopause ein signifikant gesteigertes Risiko an der
Atherosklerose zu erkranken - wahrscheinlich wegen des
Abfalls der schiitzend wirkenden Ostrogene im Blut
(Steffel et al., 2011). Im hohen Lebensalter gleichen sich
die Inzidenzen beider Geschlechter an (Kreuzer et al.,
2003).

Ein dauerhaft hoher LDL-Wert und ein niedriger ,High-
density“-Lipoprotein(HDL)-Wert des Blutes beglnstigt die
Entstehung der Atherosklerose. Oxidiertes LDL fordert
eine Entzindungsreaktion in der GefaBwand. HDL
hingegen wirkt der Atherogenese entgegen, indem es
Cholesterin aus peripheren Geweben zur
Weiterverarbeitung in der Leber abtransportiert (Kreuzer
et al., 2003).

Zigarettenrauchen steigert das KHK-Risiko erheblich - mit
taglichem Rauchen einer Packung Zigaretten etwa um 70
bis 80% gegenliber dem KHK-Risiko von Nichtrauchern.
Es fordert unter anderem die LDL-Oxidation sowie die

Lipideinlagerung in die GefaBwand (Kreuzer et al., 2003).



Hypertonie:

Diabetes mellitus:

Adipositas:

Genetische Faktoren:
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Durch eine anhaltende Hypertonie verandert sich die
Regulation der Proliferation und Migration glatter
GefalBmuskelzellen. Ein Ungleichgewicht der Bildung von
Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren durch das
Endothel fuhrt zu einer Erhdéhung des systemischen
Blutdrucks und zu atheromatdosen Lé&sionen. Die
endotheliale Dysfunktion stellt das Bindeglied zwischen
der Hypertonie und der Atherosklerose dar (Quaschning et
al., 2004).

Die beim Diabetes mellitus auftretende Hyperglykamie
fuhrt zur gesteigerten Glykosilierung von Proteinen. Dies
erleichtert die LDL-Oxidation und -Einlagerung in die
Gefallwand sowie die Monozytenchemotaxis. Zudem
fordert es die Inflammation der GefalRwandzellen sowie
die Endotheldysfunktion (Kreuzer et al., 2003).

Die Adipositas verursacht vor allem einen Hypertonus,
einen Diabetes mellitus oder eine Hypercholesterinamie
und wirkt somit Uber andere Risikofaktoren atherogen
(Kreuzer et al., 2003).

Eine genetische Pradisposition ist hauptsachlich an der
Familienanamnese ablesbar. Ein gesteigertes genetisch
bedingtes Atheroskleroserisiko kann vorliegen, wenn ein
Verwandter ersten Grades vor dem 60. Lebensjahr ein

vaskulares Ereignis erlebt (Kreuzer et al., 2003).
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1.2 Melanoma inhibitory activity 3(MIA3)-Gen

Die vorliegende Arbeit untersucht im Rahmen einer Assoziationsstudie den
Zusammenhang zwischen Einzelnukleotidpolymorphismen des MIA3-Gens und dem
MI. Das MIA3-Gen wurde wahrend einer genetischen Untersuchung von Drosophila-
Zelllinien entdeckt, in welcher Transportmolekille und weitere Proteine im
Zusammenhang mit der Proteinsekretion und Golgiorganisation identifiziert werden
sollten (Bard et al., 2006). Das menschliche MIA3-Gen, das auch als Transport and
golgi organisation 1(TANGO1)-Gen bezeichnet wird, ist ein Mitglied der Melanoma
inhibitory  activity(MIA)-Genfamilie. Es kodiert ein 14kDa-Protein aus 103
Aminosauren von nicht vollstandig geklarter Funktion. Zusammen mit den
homologen Genen MIA, Otoraplin (OTOR) und Melanoma inhibitory activity 2 (MIA2)
teilt es wichtige strukturelle Eigenschaften wie beispielsweise die SH3-Doméane
(Arndt et al.,, 2006, 2007). Eine SH3-Doméne findet man an Proteinen der
molekularen Signalgebung; sie wirkt als Adaptor fir weitere Proteine, um auf diese
Weise Wechselwirkungen zu ermdglichen (Karp et al., 2005). Die vier kodierten
Proteine MIA3, MIA, OTOR und MIA2 stimmen in 34 bis 45% ihrer
Aminosauresequenz Uberein. Interessanterweise weist aber MIA3 im Gegensatz zu
den anderen MIA-Vertretern ein breiteres Expressionsmuster auf (Arndt et al., 2006,
2007): Bosserhoff und Kollegen zeigten an menschlichem Gewebe, dass MIA3 in
der Prostata, im Hoden, im Herz, in der Leber und in der Milz exprimiert wird. Fur
MIA wurde hingegen nur in Knorpelgeweben, fir OTOR nur in der Cochlea, im Auge
und in Knorpelgeweben und fur MIA2 nur in der Leber eine Expression beobachtet
(Bosserhoff et al., 2004). Abbildung 2 zeigt die Struktur des MIA-Proteins. MIA3
besitzt neben der SH3-Dom&ne am Aminoende zwei Doppelwendel, zwei
Transmembrandoménen - mit welchen es die Zellmembran durchzieht - und eine
Prolin-reiche Doméne als Ligand fir die Bindung an andere Proteine wie zum
Beispiel Integrin CD11c (Bard et al., 2006, Arndt et al., 2007).
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n-Src loop

distal loop

Abbildung 2: Struktur des MIA-Proteins

(Stoll et al., 2001)

N: N-Terminus

C: C-Terminus

1.2.1 MIA3 und die Kollagensekretion

Das MIA3-Protein spielt eine bedeutende Rolle in der Proteinsekretion (Wilson et al.,
2011). MIA3 wird in allen Zellen, ausschliel3lich solcher hamatopoetischen
Ursprungs, exprimiert (Saito et al., 2009). MIAS ist ein integrales Membranprotein
des endoplasmatischen Retikulums. Abbildung 3 zeigt die Struktur des MIA3-
Proteins. Die SH3-Domane befindet sich luminal und bindet Kollagen VII, um es
anschlieBend aus dem endoplasmatischen Retikulum zu transportieren. Dies wird
durch die Prolin-reiche Doméane des MIA3-Proteins unterstitzt, die an der dem
Zytoplasma zugewandten Oberflache des endoplasmatischen Retikulums liegt. Sie
bindet spezifische Untereinheiten des Proteins COPII (Coat protein Il), auf welches
anschlieBend das Kollagen VII von der SH3-Doméne Ubertragen wird. Das Protein
COPIl dient als Transportvesikel, welches das Kollagen VII ummantelt und zum
Golgi-Apparat der Zelle weiterleitet. In Zellen, die nicht Kollagen VII sezernieren,
kbnnten andere Molekile durch MIA3 zur Weiterleitung an den Golgi-Apparat
verfrachtet werden (Saito et al., 2009). Die Erkenntnisse von Saito und Kollegen zu
der Transportfunktion von MIA3 wurden in einer weiterfihrenden Studie von Wilson
und Kollegen bestatigt und ausgeweitet: Sie zeigten, dass in Mausen, denen das
MIA3-Protein fehlt, die Kollagene 1, IlI, I, IV, IV und IX durch Chondrozyten,
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Fibroblasten, Endothelzellen und murale Zellen nicht sezerniert werden koénnen.
Dadurch bedingt war die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix abnorm und
das Kollagen sammelte sich intrazellular an. Ist MIA3 in seiner Funktion durch
Ribonukleinsauren-Interferenz ausgeschaltet, so wird der Export von Kollagen VII

aus dem endoplasmatischen Retikulum verhindert (Wilson et al., 2011).

SFSH3 N-terrminus ™ C-terminus ]
PRD

Abbildung 3: Struktur des MIA3-Proteins

(Wilson et al., 2011)

SP: Signalpeptid

SH3: ,Src-homology-3“-Domane
TM: Transmembrandomane,

PRD: Prolin-reiche Doméne

1.2.2 MIA3 als Tumorsuppressorgen

Es wurde gezeigt, dass MIA3 in Melanomzelllinien im Vergleich zu normalen
Melanozyten in seiner Replikation herabreguliert oder sogar ausgeschaltet ist.
Zellverbande, in denen keine Expression des MIA3 stattfand, wiesen ein
fortgeschrittenes Tumorstadium auf. Ebenso konnte bei gutartigen und atypischen
Navi eine verminderte MIA3-Genexpression festgestellt werden. In Experimenten
fuhrte die Behandlung von Zelllinien des Kolonkarzinoms und des hepatozellularen
Karzinoms mit rekombinantem MIA3 zu einer reduzierten Beweglichkeit dieser
Zelllinien (Arndt et al., 2007). Unbehandelte Tumorzellen exprimierten MIA3 kaum
und wiesen im Vergleich zu nicht entarteten Zellen eine gesteigerte Migration auf
(Arndt et al., 2007). Dies spricht dafur, dass eine reduzierte MIA3-Genexpression zur
Tumorprogression beitrdgt und somit dem MIA3-Gen die Rolle eines
Tumorsuppressors im menschlichen Melanom, Kolonkarzinom und hepatozellularen
Karzinom zukommt (Arndt et al., 2006, 2007).
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1.2.3 MIA3 und die KHK

Die einzigen Zellen, die physiologisch nicht MIA3 exprimieren, sind Zellen des
hamatopoetischen Systems (Saito et al., 2009, Arndt et al., 2007). Einer der
Unterschiede zwischen reifen h&dmatopoetischen Zellen und anderen Gewebszellen
ist das fehlende Adhasionsvermodgen (Arndt et al.,, 2007). Dies gilt jedoch nur
solange, wie diese Zellen sich im Blutstrom befinden (Arndt et al., 2007). Wahrend
der entzindlichen Reaktion bei der Atherogenese wandern Monozyten aus dem
Blutstrom durch die endotheliale Barriere (Bocker et al., 2008). Die Transmigration
bendtigt eine koordinierte Interaktion von Adhasionsrezeptoren auf der Oberflache
der Monozyten und den Endothelzellen (Arndt et al., 2007). Der Ablauf dieser
Extravasation vom Blutgefa? in das Gewebe folgt einer definierten Abfolge:
reversible Bindung, ,Rolling®, Adhasion und Diapedese (Arndt et al., 2007). Wé&hrend
des ,Rolling“-Vorgangs senden die Leukozyten Chemokine und andere Stimulatoren
aus, die sie dazu aktivieren, durch verschiedene Integrine eine feste Bindung mit der
Endothelzelle einzugehen (Arndt et al., 2007). In diesem Zusammenhang wurde
beobachtet, dass menschliche Monozyten das MIA3-Gen exprimieren, wenn sie sich
an ein Gewebe anhaften (Arndt et al., 2007). Das MIA3-Protein interagiert dann mit
dem Leukozyten-spezifischen B2-Integrin CD11c/CD18 und ist somit fir die
Leukozytentransmigration wahrend der Atherogenese von Bedeutung (Arndt et al.,
2007, Imhof et al., 2004). Daher scheint es einen funktionellen Zusammenhang
zwischen MIA3 und der Formation von atherosklerotischen Plaques zu geben,
welche instabil werden und thrombotische Komplikationen - zum Beispiel einen Ml -

verursachen kdnnen.
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1.3 Genetische Faktoren der KHK

Das genetische Risiko der KHK wurde in einer schwedischen Studie untersucht.
Dabei wurden die Daten von rund 10.500 Zwillingspaaren erhoben. Die schwedische
Arbeitsgruppe um Marenberg stellte fest, dass das Risiko, an der KHK zu sterben, fir
einen mannlichen monozygoten Zwilling um den Faktor 8,1 stieg, wenn dessen
Zwillingsbruder vor dem 55. Lebensjahr an der KHK starb. Das Risiko fur einen
monozygoten weiblichen Zwilling war sogar um das 15-Fache erhoht, wenn deren
Zwillingsschwester vor dem 65. Lebensjahr an einer KHK starb. Die Untersuchung
zeigte, dass vor allem in jungen Jahren das Risiko der KHK fur Manner und Frauen
stark von der genetischen Disposition beeinflusst wird (Marenberg et al., 1994).

FiUr zahlreiche Gene wurde eine Assoziation mit der KHK postuliert (Zeller et al.,
2011). Zu diesen Kandidatengenen gehoren in erster Linie solche, fur deren
Proteinprodukte eine Beteiligung an der Blutdruckregulation, an dem
Lipidmetabolismus, an der Endothelfunktion, an der Thrombusbildung und an der
Gerinnungskaskade nachgewiesen wurde oder angenommen wird (Helgadottir et al.,
2007, McPherson et al., 2007, Samani et al., 2007, Erdmann et al., 2009). Abbildung
4 zeigt Genorte, die in genomweiten Assoziationsstudien als Kandidatengene der
KHK indentifiziert wurden (Zeller et al., 2011).
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Kandidatengene der KHK identifiziert wurden

(Zeller et al., 2011)
Abbildung 4 zeigt einen haploiden Chromosomensatz.

Auf dem Chromosom 1 ist die Position von MIA3 angegeben.

PCSK9: ,proprotein convertase subtilisin/kexin type 9“
PPAP2B: ,phosphatidic acid phosphatase type 2B
SORT1: ,sortilin 1°

WDR12: ,WD repeat domain 12“

MRAS: ,muscle RAS oncogene homolog*

PHACTR1: ,phosphatase and actin regulator 1“

ANKS1A: ,ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 1A*
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TCF21: ,transcription factor 21“

LPA: ,lipoprotein, Lp(a)*

ZC3HC1: ,zinc finger,C3HC-type containing 1“

CDKN2A: ,cyclin-dependent kinase inhibitor 2A*

ABO: ,ABO blood group (transferase A, alpha 1-3-N-
acetylgalactosaminyltransferase; transferase B, alpha 1-3
galactosyltransferase)”

CXCL12: ,chemokine (C-X-C motif) ligand 12“

LIP: ,lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase”

CYP17A1: ,cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1*

APOAS: ,apolipoprotein A-V*

SH2B3: ,SH2B adaptor protein 3“

COLA4AL1L: ,collagen, type IV, alpha 1¢

HHIPL1: ,HHIP-like 1°

ADAMTS7: ,ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 7*

SMGS6: ,smg-6 homolog, nonsense mediated messenger rubonucleinacid decay factor*

RASD1: ,RAS, dexamethasone-induced 1¢

UBEZ2Z: ,ubiquitin-conjugating enzyme E2Z*

LDLR: ,low density lipoprotein receptor®

MRPS6: ,mitochondrial ribosomal protein S6“

Der technische Fortschritt ermdglicht es seit einigen Jahren, genomweite
Assoziationsstudien zur KHK und anderen Krankheiten durchzufiihren und damit
Kandidatengene auch unabhangig von der Kenntnis ihrer biologischen Funktion zu
identifizieren. Dies ermoglicht eine vorurteilsfreie Vorgehensweise. Abbildung 4
beruht auf derartige genomweite Assoziationsstudien (Zeller et al., 2011) und auch
die Bedeutung von MIA3 fir die KHK und den MI wurde durch eine genomweite
Assoziationsstudie entdeckt (Samani et al., 2007).

Genomweite Assoziationsstudien fuhrten zur Identifikation einer Vielzahl von Genloci
fur die KHK und den MI (Helgadottir et al., 2007, McPherson et al., 2007, Samani et
al., 2007, Erdmann et al., 2009). Neben dem zuerst entdeckten Locus (Chromosom
9p21.3), dessen Assoziation mit der KHK und dem MI inzwischen in Uber 50 Studien
bestétigt wurde, wurden unter anderem assoziierte Loci in den chromosomalen
Regionen 1p13.3, 1941, 2g36.3, 6025.1, 10g11.21 und 15922.33 nachgewiesen
(Samani et al., 2007). Es fallt auf, dass kaum einer dieser Loci zuvor mit der KHK
oder dem MI in Zusammenhang gebracht worden war. Die oben erwahnte Region
1941 enthalt das MIA3-Gen, Uber dessen Assoziation mit dem Ml in dieser Arbeit

eine Feinuntersuchung durchgeftihrt wurde.
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Als Marker werden in genetischen Assoziationsstudien hauptsachlich
Einzelnukleotidpolymorphismen  (,Single  nucleotide  polymorphisms®,  SNPs)
verwendet. SNPs sind erbliche Variationen, die auf dem Austausch einzelner
Basenpaare in einem Desoxyribonukleinsaure(DNA)-Doppelstrang beruhen (zum
Beispiel A-T fir G-C) und in einer Population mit einer Haufigkeit von mindestens
einem Prozent auftreten (Wrba et al., 2007, Strachan et al., 2005). Im haploiden
menschlichen Genom, das 3x10° Basenpaare umfasst, wurden mehr als drei
Millionen verschiedene SNPs identifiziert. Statistisch betrachtet findet sich also ein
SNP alle 1000 Basenpaare, wobei der tatsachliche Abstand von SNP zu SNP grol3e
Unterschiede aufweisen kann (Knippers et al., 2006; The International HapMap
Consortium, 2007). Die oben genannten Risikoloci fur die KHK und den MI aus der

Arbeit von Samani und Kollegen und die zugehdrigen SNPs zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Risikoloci fur die KHK und den MI aus der Arbeit von Samani und

Kollegen und zugehdrige SNPs

Genlocus SNP seltenes Allel Risikoallel OR (95% KIl)

1p13.3 rs599839 G A 1,29 (1,18 — 1,40)
1g41 rs17465637 A C 1,20 (1,12 - 1,30)
2036.3 rs2943634 A C 1,08 (0,90 — 1,31)
6025.1 rs6922269 A A 1,23 (1,01 — 1,50)
9p21.3 rs1333049 C C 1,28 (1,07 — 1,53)
10q11.21 rs501120 C T 1,33 (1,20 — 1,48)
15g922.33 rs17228212 C C 1,21 (1,13 - 1,30)

(Samani et al., 2007)
Der SNP rs17465637 liegt in der MIA3-Region.

Kl: Konfidenzintervall
OR: Odds ratio
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1.4  Stand der Forschung zu MIA3-Polymorphismen und der KHK

In einer genomweiten Assoziationsstudie fir die KHK und den MI untersuchten
Samani und Kollegen 377.857 SNPs in der Population der Wellcome Trust Case
Control Consortium (WTCCC)-Studie, einer Genanalyse zu sieben verschiedenen
Erkrankungen einschlielich der KHK (Samani et al., 2007). Daraufhin untersuchten
Samani und Kollegen 272.602 SNPs in der Deutschen-MI-Familienstudie - einer
weiteren genomweiten Assoziationsstudie (Samani et al.,, 2007). Sie verglichen
Ergebnisse zu den Genloci, die in der Population der WTCCC-Studie eine starke
Assoziation zur KHK aufwiesen, mit Daten aus der Deutschen-MI-Familienstudie.
Durch Kombination der statistischen Daten dieser beiden Studien wurde unter
anderem fur die SNPs rs17465637 und rs3008621 in der MIA3-Region auf dem
Chromosom 1941 eine Assoziation mit der KHK und dem MI festgestellt (Samani et
al., 2007). Zudem wurden die Genloci 9p21.3, 1p13.3, 2936.3, 6g25.1, 10g11.21 und
15922.33 identifiziert, die in Assoziation mit der KHK und dem MI stehen (Samani et
al., 2007).
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war der Nachweis einer moglichen Assoziation zwischen
bestimmten Variationen des MIA3-Gens und dem M.

Die Gesamtvariation des MIA3-Genlocus' wird durch eine spezifische Kombination
von neun SNPs reprasentiert, die als Grundlage fir eine Haplotypanalyse dienen
kénnen (,haplotype-tagging“ SNPs oder ,tag“-SNPs). Bei diesen SNPs handelt es
sich um rs3002142, rs904323, rs17011666, rs3002145, rs17465637, rs2088514,
rs35822937, rs17163384 und rs1053316. Aufgabe dieser Arbeit war es, die
Assoziation von funf der ,tag“-SNPs (rs3002142, rs904323, rs17011666, rs3002145
und rs17465637) sowie des SNPs rs17011681, der als Replikations-SNP fir den
SNP rs17465637 diente, mit dem MI zu untersuchen. Die Genotypisierung der
weiteren vier ,tag“-SNPs (rs2088514, rs35822937, rs17163384 und rs1053316)
wurde aufRerhalb dieser Arbeit im Labor durchgefuhrt.

Vor dem Beginn der Arbeit war - als ein Resultat einer genomweiten Analyse - die
Assoziation eines der oben genannten MIA3-SNPs (rs17465637) mit dem MI bereits
publiziert worden. Eine Validierung dieses Ergebnisses sowie eine Haplotypanalyse -
also eine Feinanalyse - der gesamten MIA3-Region standen jedoch noch aus. Zu
diesen beiden Aufgaben sollte diese Arbeit entscheidende Beitrage leisten.

Zum Nachweis der Assoziation der SNPs mit dem MI dienten DNA-Proben von 3.657
MI-Patienten und 1.211 Kontrollpersonen ohne MI aus dem suddeutschen Raum, die
genotypisiert werden sollten. Die Genotypisierung sollte unter Verwendung
allelspezifischer DNA-Sonden mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgen
(TagMan-Technik). Mit den Genotypdaten sollte einerseits gepruft werden, ob die
hier untersuchten MIA3-SNPs je fur sich mit dem MI assoziiert sind, und es
andererseits moglich sein - unter Einschluss der Daten der weiteren ,tag“-SNPs -

eine Haplotypanalyse des gesamten MIA3-Gens fur den Ml durchzufihren.
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2. Methoden

2.1  Patienten und Kontrollpersonen

In dieser Fall-Kontrollstudie wurden 3.657 Patienten mit einem akuten oder
vorausgegangenen MI sowie 1.211 Kontrollpersonen aus dem suddeutschen Raum
untersucht. Bei allen Studienteilnehmern war eine Koronarangiographie indiziert, der
sie sich am Deutschen Herzzentrum Minchen oder an der ersten Medizinischen
Klinik des Klinikums rechts der Isar unterzogen. Sie wurden im Zeitraum von 1993
bis 2002 fortlaufend fir diese Studie erfasst. Samtliche Probanden erklarten ihre
schriftliche Zustimmung zu der genetischen Analyse. Die Ethikkommission des
Klinikums rechts der Isar hat das dazu vorgelegte Studienprotokoll genehmigt. Die
Untersuchungen im Rahmen dieser Studie standen im Einklang mit den Richtlinien
der Deklaration von Helsinki (http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/
index.html, Stand: 22.10.2010).

2.2 Definitionen zu den Charakteristika der Fall- und Kontrollgruppe

Die Kontrollpersonen zeigten angiographisch unauffallige Koronararterien oder
Stenosen, die den GefalBinnendurchmesser nicht um mehr als zehn Prozent
verringerten. Desweiteren wiesen sie keine regionalen Wandbewegungsstérungen
des Myokards auf. Sie hatten bisher keinen Ml erfahren und zeigten weder auf einen
MI hinweisende klinische Symptome noch MI-Zeichen im Elektrokardiogramm. Die
Koronarangiographie erfolgte bei ihnen zur Abklarung pektangindser Beschwerden.
Die Fallpersonen wiesen entweder einen akuten oder vorausgegangenen Ml auf. Ein
akuter Ml wurde bei anhaltenden retrosternalen Schmerzen tber eine Dauer von 20
Minuten und gleichzeitiger ST-Hebung oder pathologischer Q-Welle im
Elektrokardiogramm diagnostiziert. Patienten, die einen MI erlitten hatten, zeigten
entweder angiographisch eine verschlossene, dem Infarktgebiet zugehorige
Koronararterie oder regionale Wandbewegungsstorungen entsprechend der
elektrokardiographisch dargestellten Infarktlokalisation oder auch beide dieser
pathologischen Befunde.

Systolische Blutdruckwerte von Gber 140 mmHg und diastolische Blutdruckwerte von
Uber 90 mmHg (Chalmers et al., 1999) in mindestens zwei Messungen oder eine
aktuelle antihypertensive Behandlung definierten einen arteriellen Bluthochdruck.

Eine Hypercholesterindmie wurde bei einem dokumentierten Gesamtcholesterinwert


http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/
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im Serum (niichtern) von tber 240 mg dI™* (6,2 mmol I'Y) oder bei einer derzeitigen
Behandlung mit cholesterinsenkender Medikation diagnostiziert. Als Raucher wurden
diejenigen Probanden angesehen, welche regelméRiges Rauchen in den letzten
sechs Monaten angaben. Diabetes mellitus wurde diagnostiziert, wenn die
Testperson insulinpflichtig war oder orale Antidiabetika einnehmen musste. Gemal
den Kriterien der WHO wurde diese Diagnose ebenfalls fur diatisch behandelte
Testpersonen mit einem zu schnellen Anstieg der Blutglukose oder einem

pathologischen Glukosetoleranztest vergeben.
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2.3 DNA-Proben und Polymorphismen

Samtliche DNA-Proben zur Genanalyse wurden zur Verfligung gestellt. Die
verwendete genomische DNA war aus Leukozyten des peripheren Blutes mit den
Reagenzien Nucleo-Spin Blood Quick Pure (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland)
oder QlAamp DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert und bei -25°C
gelagert worden.

Ein Satz aus neun haplotypspezifischen SNPs und einem Replikations-SNP des
MIA3-Genlocus' -,der zwischen den Positionen 220,850,000 und 220,920,000 auf
Chromosom 1 gelegen ist (Abbildung 5),- wurde anhand der HapMap-Datenbank
aulRerhalb dieser Arbeit bestimmt (National Center for Biotechnology Information,
B36 assembly, SNP database build 126, 2/2009, http://www.hapmap.org, Stand:
22.10.2010). Der von Samani und Kollegen (2007) urspringlich verwendete SNP
rs17465637 befand sich unter diesen zehn SNPs. Sie wurden basierend auf den
Daten der ,CEU“Population - einer Population von Bewohnern des amerikanischen
Bundesstaates Utah mit nord- und westeuropaischer Abstammung aus dem ,Centre
d'Etude du Polymorphisme Humain“-Kollektiv der HapMap-Datenbank - und begrenzt
auf einen paarweisen r’>-Kopplungswert von maximal 90% sowie einer Allelfrequenz
von mindestens 10% gewonnen. Abbildung 5 zeigt die Intron-Exon-Struktur der
MIA3-Region und die Positionen der SNPs in und um MIA3 auf dem Chromosom
1g41. Der in der Abbildung 5 vorkommende SNP rs17011681 wurde nicht in der
Haplotypanalyse verwendet; er diente als Replikations-SNP fur den SNP rs17465637
(r* = 1). Die SNPs rs17011681 und rs17465637 liegen relativ nahe beieinander
(Abbildung 5).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im gesamten Studienkollektiv Genotypisierungen
fur die SNPs rs3002142, rs904323, rs17011666, rs3002145, rs17465637 und den
Replikations-SNP rs17011681 durchgefihrt. Erganzt mit den Genotypdaten von vier
weiteren SNPs - rs2088514, rs35822937, rs17163384 und rs1053316 - wurde
aulRerhalb dieser Arbeit eine Haplotypanalyse des MIA3 durchgefiihrt, deren
Resultate in Abschnitt 4.2 beschrieben werden.


http://www.hapmap.org/
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Abbildung 5: Intron-Exon-Struktur der MIA3-Region und Positionen der SNPs in und um MIA3 auf dem Chromosom 1941

Der Graph zeigt die Anordnung der Exons (blaue vertikale Linien und Boxen) sowie die dazwischenliegenden
Introns des MIA3-Gens auf dem Chromosom 1 (Abschnitt g41). Die Positionen spezifischer SNPs in und um MIA3
sind gekennzeichnet. Die sogenannten ,tag“-SNPs sind rot dargestellt.

Der SNP rs3008621 wurde bereits in vorausgehenden Studien untersucht (Samani et al., 2007, Coronary Artery
Disease Consortium, 2009). Dieser SNP ist vollkommen mit dem ,tag“-SNP rs3002145 assoziiert.

Fir den SNP rs2133189 wurde vor dieser Studie eine vollkommene allelische Assoziation mit dem SNP
rs17465637 entdeckt (Samani et al., 2007). Er wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Der SNP rs17011681 wurde als Replikations-SNP fur den SNP rs17465637 verwendet.

Der abgebildete Graph wurde gemaf3 Daten entworfen, die im Internet von dem International HapMap Consortium
zur Verfugung gestellt worden sind (http://www.hapmap.org, Stand 22.10.2010).


http://www.hapmap.org/
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2.4  Genotypisierung

Fur die Genotypisierung in dieser Arbeit wurde die TagMan-Technik verwendet
(Livak et al., 1999). Dieses Verfahren basiert auf der PCR, in der ein bestimmter
genomischer DNA-Abschnitt amplifiziert wird, und auf der 5'-Nuklease-Reaktion
(Abbildung 6).

Wahrend der PCR durchlauft der Ansatz 40 Amplifikationszyklen, wobei in jedem
Zyklus die Zielsequenz verdoppelt wird und sich somit exponentiell anreichert. Im
ersten Schritt eines Zyklus werden die DNA-Doppelstrange auf 95°C erhitzt, um sie
in Einzelstrange zu trennen (Denaturierung). Aus diesem Grund wird fir die PCR
eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet — namlich die aus dem Bakterium
Thermus aquaticus (Tag-Polymerase). Anschliel3end wird die Temperatur auf 60°C
abgesenkt, um die Bindung der PCR-Primer an die Template-DNA zu ermdglichen
(Annealing). Bei der gleichen Temperatur katalysiert die Tag-Polymerase unter
Verwendung der im Reaktionsansatz enthaltenen Desoxiribonukleosidtriphosphate
die Verlangerung der Primer komplementar zur Template-Sequenz (Amplifikation).
Fir die 5'-Nuklease-Reaktion werden zwei allelspezifische DNA-Sonden verwendet.
DNA-Sonden sind einzelstrangige Oligonukleotide (15-25 Basen lang), deren
Sequenz zu derjenigen Region der Template-DNA komplementar ist, die die
polymorphe Position enthalt. Die beiden verwendeten Sonden sind an ihrem 5'-Ende
mit je einem von zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekennzeichnet:
FAM (6-Carboxifluoreszein) beziehungsweise VIC (Fluoreszenzfarbstoff der Firma
Applied Biosystems), die als Reporterfarbstoffe dienen. Am 3'-Ende befindet sich ein
nicht fluoreszierender Quencherfarbstoff. Liegt die fluorogene Sonde in einem
intakten Zustand vor, unterdriickt die rAumliche Nahe des Quenchers zum Reporter
die Fluoreszenz durch einen Resonanzenergietransfer. Wahrend der PCR
hybridisieren die Sonden und Primer zunachst an den Matrizenstrang. Die Tag-
Polymerase besitzt eine 5'—3'-Exonukleaseaktivitat, die wahrend der Primer-
Extension die an den DNA-Strang hybridisierte, vollkommen komplementére Sonde
(Allel 1) hydrolysiert — nicht jedoch die unvollstdndig komplementare Sonde (Allel 2),
die freigesetzt wird und intakt bleibt. Durch den Abbau der passgenauen Sonde
kommt es zur rAumlichen Trennung des Quenchers und Reporters dieser Sonde und
damit zu einer fur die Messung relevanten Zunahme der Fluoreszenzintensitat des
Reporters (Abbildung 6).
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Die DNA-Sonden wurden fir diese Arbeit zur Verfugung gestellt. Sie waren zuvor
mittels der ,Primer Express Software® (Version 2.0.0; Applied Biosystems) ermittelt
worden. Die Informationen zu den Abfolgen dieser Oligonukleotide waren aus der
Gen-Bank entnommen worden. Tabelle 3 zeigt die Basensequenzen der
verwendeten Primer und die fur die verschiedenen Allele jeweils verwendeten
Sonden der TagMan-Reaktionen.

Es wurden Sonden mit einer ,minor groove binder group“ verwendet (Kutyavin et al.,
2000). Die ,minor groove binder group“ ist ein sichelférmiges Molekll, das sich bei
korrekter Hybridisierung von Sonde und DNA-Matrize in die kleine Furche der DNA-
Doppelhelix einlagert und die Basenpaarung stabilisiert. Bei einer Basenfehlpaarung
kommt keine Stabilisierung zustande. Solche ,minor groove binder“-Sonden
erleichtern die Differenzierung einer zusammenpassenden Basenpaarung von einer
Basenfehlpaarung.

Die PCR wurde in den Thermocyclern des Typs ,GeneAmp PCR System 9600 und
,GeneAmp PCR System 9700“ (Applied Biosystems, Darmstadt) sowie in dem
MultiCycler PTC 220 Dyad (MJ Research, Waltham, Massachusetts, USA)
durchgefiihrt. AbschlieRend wurden in dieser Studie die allelspezifischen
Fluoreszenzsignale mit dem ,,ABI Prism 7700 Sequence Detection System® (Applied
Biosystems) automatisch ausgewertet und dem entsprechenden Genotyp

zugeordnet.
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Schematische Darstellung eines TagMan-PCR-Zyklus
nach einer Abbildung im Protokoll fur den ,TagMan
Universal PCR Master Mix“ (Applied Biosystems).
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Tabelle 3:  Primer und Sonden fur die TagMan-Reaktionen

SNP* Allele Primer (5'—3") TagMan Sonden** (5'—3')

rs3002142 T>C ACCAGGCTTGTCAATATCTTTTTAAGAA FAM-CCTATAAAATCTATACACTTAAGT
CAAAACTCCAACATGATCTAATCGAA VIC-CTATAAAATCTACACACTTAAG

rs904323 G>A GCTTCCCTGCTCAGAAAGAAAGTAC FAM-ACTACCTGGGTTTGAAT
CGCACCTTAGAGTAGTAGGTCCTATTATG VIC-ACTACCTGGATTTGAATC

rs17011666 A>G CAGAAATGCAAACTTACAAAGGTTTTC FAM-TTTCAGGTAAGGTCCAGTC
TCCTTCTAGTCACGAAGCCATTG VIC-TTTCAGGTGAGGTCCAGT

rs3002145 C>T GAAGAGAAGTATTTACCTGATGGTAGAACAA FAM-ATCTCTTTCGAATCTGCTTA
CTGAATGTGTTATTTCTTCTGCCTGA VIC-CATCTCTTTCAAATCTGCTTA

rs17465637 C>A CACAGAACCAAACCATATCACTTTTTAA FAM-CTGAGAAGTTCTTTTTTGT
TCAGCAGCAAAGACATGTTATCTTG VIC-CTGAGAAGTTATTTTTTGTCATA

rs17011681 G>C CTTTTCTTTCACCTTTTAGTCTGGTCAT FAM-CACATTTTATTGTAACCAGG
CAAGAACTTAAAGAGGTAAGGGAAAATAATC VIC-ACCACATTTTATTCTAACCAG

* SNP |dentifikationsnummer (,National Center for Biotechnology Information SNP database®,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP, Stand: 22.10.2010).

*x FAM (6-Carboxyfluoreszein) oder VIC (Farbstoff der Firma Applied Biosystems) wurden als allel-spezifische Fluoreszenzmarker

an das 5'-Ende der Sonden angefiigt. Die Sequenzen der Sonden zur Analyse von rs3002142, rs904323, rs17011666,

rs17465637, und rs17011681 waren komplementar zu dem kodierenden Strang. Die allelspezifischen Nukleotide sind

unterstrichen.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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Der Ansatz einer TagMan-Reaktion setzte sich aus dem Q-PCR Mastermix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), einem ,Forward“-Primer, einem
,Reverse“-Primer und den beiden Sonden mit den Reporterfarbstoffen FAM
beziehungsweise VIC zusammen. In Tabelle 4 ist die Zusammensetzung eines
Reaktionsmixes fur 100 TagMan-Ansatze angegeben. Von diesem Reaktionsmix
wurden je Ansatz 15 pl in eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte pipettiert. Im
Anschluss daran wurden 2 pl DNA-Losung oder - bei den beiden Negativkontrollen
einer jeden Platte - deionisiertes Wasser dazugegeben. Die Belegung einer 96-Loch-
Platte war folgende: 90 Positionen fir Patientenproben mit unbekanntem Genotyp,
vier Positionen fur DNA mit bekanntem Genotyp als Referenzen (je zwei pro
Genotyp) und zwei Negativkontrollen.

Jede funfte DNA-Probe wurde auRerhalb dieser Arbeit zur Uberpriifung der
Handhabung und Datenerhebung auf Korrektheit nochmals genotypisiert. Jene
Proben waren randomisiert ausgewahlt und zuvor von den originalen Blutproben
isoliert worden. Die Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen wurden fur diese Arbeit
zur Verfugung gestellt. Die Genotypisierung erfolgte ohne Kenntnis von klinischen

oder laborchemischen Daten der Probanden.

Tabelle 4. Reaktionsmix fur 100 TagMan-Ansatze

Bestandteile Menge (100 Reaktionen)
H,O (deionisiert) 565 ul

Q-PCR Master Mix 850 ul
JForward“-Primer 25,5 ul (75 nmol I'")
,Reverse“-Primer 25,5 ul (75 nmol I'")
FAM-markierte Sonde 17 ul (75 nmol I'Y)
VIC-markierte Sonde 17 ul (75 nmol I'Y)

insgesamt 1.500 i
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2.5 Statistische Analyse

Samtliche Daten der statistischen Analyse wurden fur diese Arbeit zur Verfligung
gestellt. Die diskreten Variablen, zum Beispiel die Hypercholesterinamie, wurden als
Anzahl (Prozent) ausgewiesen und mit dem Chi-Quadrat-Test zwischen Fall- und
Kontrollgruppe verglichen. Das Alter der Probanden wurde als Mittelwert mit der
durchschnittlichen Standardabweichung angegeben und anhand des ungepaarten
zweiseitigen t-Tests in der Fall- und Kontrollgruppe betrachtet.

Mit dem  Cochran-Armitage-Trend-Test wurden  Unterschiede in  der
Genotypverteilung zwischen Fall- und Kontrollgruppe erfasst. Mit dem Chi-Quadrat-
Test wurde die Genotypverteilung in der Kontrollgruppe auf eine mdgliche
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht untersucht.

Eine durchgefuhrte multiple logistische Regressionsanalyse gab Aufschluss tber die
Unabhangigkeit der genetischen Assoziation von konventionellen Risikovariablen
(Alter, Geschlecht, arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Rauchen und
Diabetes mellitus). Die Berechnung der adjustierten Odds ratios (ORs) und der 95%-
Wald-Konfidenzintervalle (KIs) basierte auf dieser Regression.

Die Haplotypen wurden aus Genotypen-Daten mit der Software ,PHASE®
rekonstruiert  (Stephens et al., 2001). Die daraus resultierenden
Haplotypwahrscheinlichkeiten der einzelnen Studienteilnehmer dienten zur Prifung
der Assoziation mit dem MI sowie zur Berechnung der Haplotypfrequenzen (Zaykin
et al., 2002). Die Auswirkung der verschiedenen Haplotypen auf das MI-Risiko wurde
sowohl univariat als auch multivariat unter Einbeziehung von Alter und Geschlecht

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1  Charakteristika der Fall- und Kontrollgruppe

Die Daten zu den Charakteristika der Fallgruppe (n = 3.657) und der Kontrollgruppe
(n = 1.211) wurden fur diese Arbeit zur Verfiigung gestellt (Tabelle 5).

Das Durchschnittsalter der Fallgruppe war hoher als das der Kontrollgruppe (64,0 +
12,0 versus 60,3 £ 11,9, P < 0,0001). Der Anteil an Frauen war in der Fallgruppe
geringer als in der Kontrollgruppe (24,2% versus 49,4%, P < 0,0001). Zudem wiesen
die Patienten der Fallgruppe zahlreicher eine arterielle Hypertonie (61,4% versus
48,6%, P < 0,0001), eine Hypercholesterinamie (56,5% versus 49,7%, P < 0,0001)
und einen Diabetes mellitus (20,6% versus 5,4%, P < 0,0001) auf als die Probanden
in der Kontrollgruppe. Desweiteren gab es mehr aktive Raucher in der Fallgruppe als
unter den Kontrollpersonen (50,6% versus 15,2%, P < 0,0001).

Zusammenfassend lagen fir alle untersuchten Charakteristika signifikante

Unterschiede zwischen der Fall- und Kontrollgruppe vor (Tabelle 5).

Tabelle 5:  Charakteristika der Fall- und Kontrollgruppe

Fallgruppe Kontrollgruppe P-Wert

(n = 3.657) (n=1.211)
Alter (Jahre) 64,0 +120 60,3 +119 < 0,0001
Frauen 885 (24,2) 598 (49,4) < 0,0001
arterielle Hypertonie 2.246 (61,4) 589 (48,6) < 0,0001
Hypercholesterindmie 2.067 (56,5) 602 (49,7) < 0,0001
aktive Raucher 1.849 (50,6) 184 (15,2) <0,0001
Diabetes mellitus 754 (20,6) 65 (5,4) < 0,0001

Das Alter der Patienten ist als Mittelwert + Standardabweichung angefihrt. Alle

anderen Variablen sind als absolute und (in Klammern) als relative Zahlen angezeigt.
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3.2 Sechs SNPs in MIA3 und ihre Assoziation mit dem Mi

In dieser Arbeit wurden funf ,tag“-SNPs und ein Replikations-SNP aus der MIA3-
Region untersucht. Unter diesen SNPs war der SNP rs17465637, welcher in der
Studie von Samani und Kollegen mit dem MI assoziiert war. Der SNP rs17011681
wurde als Replikations-SNP fir den SNP rs17465637 verwendet, da diese beiden
SNPs relativ nahe beieinander gelegen und assoziiert sind. So konnte die
Genauigkeit der Genotypisierung beurteilt werden: Bei korrekter Vorgehensweise
waren fur diese beiden SNPs aufgrund ihrer Assoziation ahnliche Ergebnisse zu
erwarten.

AulRerhalb dieser Arbeit wurden zur Kontrolle in Stichproben DNA-Sequenzierungen
zu den sechs untersuchten SNPs durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten neben der
Eignung des TagMan-Verfahrens fur die Genotypisierung, dass in der Untersuchung
keine weiteren Variationen - neben den untersuchten SNPs - in den Sonden-
bindenden Bereichen vorlagen. Dies senkt die Wahrscheinlichkeit fir eine falsche
Genotypzuordnung, die bei einem TagMan-Ansatz mit einer oder mehreren
Variationen in der Sonden-bindenden Region vorkommen kénnte (Teupser et al.,
2001).

Abbildung 7 zeigt die Intron-Exon-Struktur von MIA3 auf dem Chromosom 1941 und
die Positionen der sechs hier untersuchten Polymorphismen in dieser Region. In den
Abschnitten 3.2.1 bis 3.2.7 wird die Genotypverteilung der sechs untersuchten SNPs
aus MIA3 in der Fall- und Kontrollgruppe erlautert.
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Abbildung 7: Intron-Exon-Struktur der MIA3-Region und Positionen der sechs untersuchten SNPs in und um MIA3 auf dem

Chromosom 1941

Der Graph zeigt die Anordnung der Exons (blaue vertikale Linien und Boxen) sowie die dazwischenliegenden
Introns des MIA3-Gens auf dem Chromosom 1 (Abschnitt g41). Die Positionen der sechs untersuchten SNPs in
und um MIAS sind gekennzeichnet. Die sogenannten ,tag“-SNPs sind rot dargestellt.

Der SNP rs17011681 wurde als Replikations-SNP fur den SNP rs17465637 verwendet.

Der abgebildete Graph wurde gemal3 Daten entworfen, die im Internet von dem International HapMap Consortium
zur Verfigung gestellt worden sind (http://www.hapmap.org, Stand: 22.10.2010).


http://www.hapmap.org/
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3.2.1 Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Anhand der Genotypisierungsdaten fir die funf ,tag“-SNPs und den Replikations-
SNP wurde die Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe bestimmt.

Unter den ,tag“-SNPs war in der vorliegenden Stichprobe nur der SNP rs17465637
mit dem MI assoziiert. Das durch das C-Allel dieses SNPs bedingte MI-Risiko lag
unter Berlcksichtigung der Einflussfaktoren Alter und Geschlecht bei 1,14 (95%-KI
1,02-1,27). Nach Korrekturen fur die kardiovaskularen Risikofaktoren Alter,
Geschlecht, Bluthochdruck, Hypercholesterindmie, Rauchen und Diabetes mellitus
zeigten logistische Regressionsanalysen Ubereinstimmende Ergebnisse: im
Vergleich zu den Nichttragern des C-Allels lag ein gesteigertes Risiko bei den
Tragern von einem (OR 1,17, 95%-KI 1,04-1,32) oder zwei (OR 1,37, 95%-KI 1,08-
1,74) C-Allelen vor.

Der SNP rs17011681 war als Replikations-SNP fir rs17465637 ebenfalls mit dem Mi
assoziiert. Fur die SNPs rs3002142, rs904323, rs17011666 und rs3002145 konnte
keine unterschiedliche Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe festgestellt
werden. Sie waren daher in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Eine Ubersicht der Genotypverteilung der sechs SNPs in der MIA3-Region in der
Fall- und Kontrollgruppe zeigt Tabelle 6. Dort sind jeweils die Anzahl an
homozygoten Tragern des haufigen beziehungsweise des seltenen Allels und die
Anzahl an heterozygoten Tragern angegeben. In der Kontrollgruppe wurde bei
keinem SNP eine signifikante Abweichung der Genotypverteilung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht beobachtet (Tabelle 6). In den Abschnitten 3.2.2 bis 3.2.7

werden die Resultate fur die sechs untersuchten SNPs beschrieben.
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Tabelle 6:  Genotypverteilung von sechs SNPs in der MIA3-Region in der Fall- und Kontrollgruppe
Fallgruppe (n = 3.657) Kontrollgruppe (n = 1.211)

SNP Allele Maj Het Min Maj Het Min Prwe* Prend
rs3002142 T>C 2.884 (78,9) 725 (19,8) 48 (1,3) 952 (78,6) 239 (19,7) 20 (1,7) 0,268 0,693
rs904323 G>A 2.493 (68,2) 1.047 (28,6) 117 (3,2) 799 (66,0) 377 (31,1) 35(2,9) 0,233 0,293
rs17011666 A>G 2.348 (64,2) 1.169 (32,0) 140 (3,8) 742 (61,3) 417 (34,4) 52 (4,3) 0,492 0,070
rs3002145 C>T 2.726 (74,5) 861 (23,5) 70 (1,9) 895 (73,9) 293 (24,2) 23 (1,9) 0,863 0,701
rs17465637 C>A 2.026 (55,4) 1.385 (37,9) 246 (6,7) 640 (52,8) 469 (38,7) 102 (8,4) 0,224 0,041
rs17011681 G>C 2.020 (55,2) 1.389 (38,0) 248 (6,8) 636 (52,5) 473(39,1) 102 (8,4) 0,292 0,036

Die Daten sind als Zahlen (Prozentzahlen) der Falle und Kontrollen dargestellt.

Maj: Frequenz der Patienten, die homozygot fur das haufige Allel sind.

Het: Frequenz der heterozygoten Patienten.

Min: Frequenz der Patienten, die homozygot fur das seltenere Allel sind.

*Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) wurde mit dem Chi-Quadrat-Test getestet.
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3.2.2 rs3002142: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs3002142
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 7, Abbildung 8). Der SNP rs3002142
war in dieser Arbeit nicht mit dem Ml assoziiert.

Tabelle 7:  Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs3002142 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Puwe Prend
1T 2.884 (78,9%) 952 (78,6%) 0,268 0,693
TC 725 (19,8%) 239 (19,7%)
CcC 48 (1,3%) 20 (1,7%)

*Puwe: P-Wert fUr das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe

rs3002142
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H Fallgruppe m Kontrollgruppe

Abbildung 8: Prozentuale Verteilung der rs3002142-Genotypen in der Fall-
und Kontrollgruppe
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3.2.3 rs904323: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs904323
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 8, Abbildung 9). Der SNP rs904323

war in dieser Arbeit nicht mit dem Ml assoziiert.

Tabelle 8: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs904323 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Prwe Prend

GG 2.493 (68,2%) 799 (66,0%) 0,233 0,293

GA 1.047 (28,6%) 377 (31,1%)

AA 117 (3,2%) 35 (2,9%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 9: Prozentuale Verteilung der rs904323-Genotypen in der Fall- und

Kontrollgruppe
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3.2.4 rs17011666: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs17011666
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 9, Abbildung 10). Der SNP

rs17011666 war in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Tabelle 9: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs17011666 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Prwe Prend

AA 2.348 (64,2%) 742 (61,3%) 0,492 0,070

AG 1.169 (32,0%) 417 (34,4%)

GG 140 (3,8%) 52 (4,3%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe

rs17011666

100%

80%

60%

40%

20%

Maj Het Min

0%

m Fallgruppe m Kontrollgruppe

Abbildung 10: Prozentuale Verteilung der rs17011666-Genotypen in der Fall-

und Kontrollgruppe
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3.2.5 rs3002145: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs3002145
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 10, Abbildung 11). Der SNP

rs3002145 war in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Tabelle 10: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs3002145 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Prwe Prend

CcC 2.726 (74,5%) 895 (73,9%) 0,863 0,701

CT 861 (23,5%) 293 (24,2%)

1T 70 (1,9%) 23 (1,9%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der rs3002145-Genotypen in der Fall-

und Kontrollgruppe
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3.2.6 rs17465637: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe
Es bestand ein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs17465637
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 11, Abbildung 12). Der SNP

rs17465637 war in dieser Arbeit mit dem MI assoziiert.

Tabelle 11: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs17465637 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Puwe Prend
CcC 2.026 (55,4%) 640 (52,8%) 0,224 0,041
CA 1.385 (37,9%) 469 (38,7%)
AA 246 (6,7%) 102 (8,4%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der rs17465637-Genotypen in der Fall-

und Kontrollgruppe
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3.2.7 rs17011681: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand ein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs17011681
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 12, Abbildung 13). Der SNP
rs17011681 war in dieser Arbeit mit dem MI assoziiert.

Tabelle 12: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs17011681 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Prwe Prend
GG 2.020 (55,2%) 636 (52,5%) 0,292 0,036
GC 1.389 (38,0%) 473 (39,1%)
CcC 248 (6,8%) 102 (8,4%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 13: Prozentuale Verteilung der rs17011681-Genotypen in der Fall-
und Kontrollgruppe
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde innerhalb eines Kollektivs von 3.657 Féllen und 1.211 Kon-
trollen untersucht, ob die sechs SNPs rs3002142, rs904323, rs17011666,
rs3002145, rs17465637 und rs17011681 in der MIA3-Region mit dem MI assoziiert
sind. Das Ergebnis zeigt: Die Genotypverteilung von vier dieser Polymorphismen
weist zwischen der Fall- und Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied auf. Fur
den SNP rs17465637 als auch fir dessen Replikations-SNP rs17011681 konnte
jedoch eine signifikant unterschiedliche Genotypverteilung in diesen beiden Gruppen
festgestellt werden. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Samani und
Kollegen (Samani et al., 2007) wurde in dieser Arbeit eine Assoziation zwischen dem
C-Allel des SNPs rs17465637 in MIA3 und dem MI beobachtet.

Der Zusammenhang zwischen dem Replikations-SNP rs17011681 mit dem MI war
ahnlich dem des SNPs rs17465637 mit dieser Erkrankung, wie es aufgrund der
engen lokalen Korrelation dieser beiden SNPs zu erwarten war. In einer
Untersuchung auf3erhalb dieser Arbeit konnte eine Allelassoziation zwischen den
SNPs rs17011681 und rs17465637 nachgewiesen werden. Dies wurde durch
wiederholte Genotypisierung bestatigt und spricht flur die Exaktheit der
Genotypisierung des SNPs rs17465637 (und des SNPs rs17011681).

Fir den SNP rs2133189 wurde bereits von Samani und Kollegen belegt, dass er in
perfekter allelischer Assoziation zu dem SNP rs17465637 steht. Weil der SNP
rs2133189 mit dem SNP rs17465637 korreliert ist (Samani et al., 2007), wurde er in
dieser Arbeit nicht im Besonderen untersucht.

Neben dem SNP rs17465637 wurde fur den SNP rs3008621 in der MIA3-Region der
Zusammenhang mit der KHK in der Studie von Samani und Kollegen festgestellt
(Samani et al.,, 2007). In einer Untersuchung auf3erhalb dieser Arbeit, deren
Ergebnisse fir die folgende Erlauterung zur Verfigung gestellt wurden, konnte
jedoch keine Assoziation des SNPs rs3008621 mit dem MI nachgewiesen werden.
Diese Aussage kann getroffen werden, obwohl die Genotypisierung fir den SNP
rs3008621 nicht in der gesamten Studienpopulation durchgefuhrt wurde. Der SNP
rs3002145 steht in perfekter allelischer Assoziation mit dem SNP rs3008621:
AulRerhalb dieser Arbeit wurden 150 Proben fur den SNP rs3008621 per DNA-
Sequenzierung bestimmt und festgestellt, dass er mit dem ,tag“-SNP rs3002145 zu
100% korreliert. Da der SNP rs3002145 das MI-Risiko nicht nachweislich erh6hte
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(Tabelle 13), erscheint ein Zusammenhang zwischen dem SNP rs3008621 und der
KHK oder dem Ml als unwahrscheinlich.

Die in Abschnitt 4.3 beschriebene Haplotypanalyse beruht auf den Ergebnissen der
in dieser Arbeit untersuchten funf ,tag“-SNPs und vier weiterer ,tag“-SNPs der MIA3-
Region, namlich rs2088514, rs35822937, rs17163384 und rs1053316. Diese sind in
Abschnitt 4.1 beschrieben und wurden fur diese Arbeit zur Verfiugung gestellt.
Tabelle 13 zeigt die Genotypverteilung von zehn Polymorphismen in der MIA3-
Region, die - bis auf den SNP rs17011681 - fur die Haplotypanalyse herangezogen

wurden.
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Tabelle 13: Genotypverteilung von zehn SNPs in der MIA3-Region in der Fall- und Kontrollgruppe

Fallgruppe (n = 3.657) Kontrollgruppe (n = 1.211)

SNP Allele Maj Het Min Maj Het Min Puwe* Prend
rs3002142 T>C 2.884 (78,9) 725 (19,8) 48 (1,3) 952 (78,6) 239(19,7) 20(1,7) 0,268 0,693
rs904323 G>A 2.493 (68,2) 1.047 (28,6) 117 (3,2) 799 (66,0) 377 (31,1) 35(2,9 0,233 0,293
rs17011666 A>G 2.348 (64,2) 1.169 (32,0) 140 (3,8) 742 (61,3) 417 (34,4) 52(4,3) 0,492 0,070
rs3002145 C>T 2.726 (74,5) 861 (23,5) 70 (1,9) 895 (73,9) 293 (24,2) 23(1,9) 0,863 0,701
rs17465637 C>A 2.026 (55,4) 1.385 (37,9) 246 (6,7) 640 (52,8) 469 (38,7) 102(8,4) 0,224 0,041
rs17011681 G>C 2.020 (55,2) 1.389 (38,0) 248 (6,8) 636 (52,5) 473(39,1) 102(8,4) 0,292 0,036
rs2088514 A>G 2.575 (70,4) 993 (27,2) 89 (2,4) 833(68,8) 341(28,2) 37(3,1) 0,770 0,193
rs35822937 A>G 2.480 (67,8) 1.056 (28,9) 121 (3,3) 816 (67,4) 348(28,7) 47(3,9) 0,199 0,579
rs17163384 A>C 3.143 (85,9) 491 (13,4) 23 (0,6) 1.025 (84,6) 177 (14,6) 9(0,79 0,655 0,255
rs1053316 G>A 2.991 (81,8) 624 (17,1) 42 (1,1) 966 (79,8) 229(18,9) 16(1,3) 0,563 0,122

Die Daten sind als Zahlen (Prozentzahlen) der Falle und Kontrollen dargestellt.

Maj: Frequenz der Patienten, die homozygot fir das haufige Allel sind. Het: Frequenz der heterozygoten Patienten. Min: Frequenz der

Patienten, die homozygot fur das seltenere Allel sind.

*Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) wurde mit dem Chi-Quadrat-Test gepruft.
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4.1 Genotypverteilung weiterer vier SNPs in der Fall- und Kontrollgruppe

4.1.1 rs2088514: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fir rs2088514
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 14, Abbildung 14). Der SNP
rs2088514 war in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Tabelle 14: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs2088514 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Puwe Prend

AA 2.575 (70,5%) 833 (68,8%) 0,770 0,193

AG 993 (27,2%) 341 (28,2%)

GG 89 (2,4%) 37 (3,1%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der rs2088514-Genotypen in der Fall-

und Kontrollgruppe
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4.1.2 rs35822937: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fir rs35822937
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 15, Abbildung 15). Der SNP

rs35822937 war in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Tabelle 15: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs35822937 in der Fall-

und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Puwe Prend
AA 2.480 (67,8%) 816 (67,4%) 0,199 0,579
AG 1.056 (28,9%) 348 (28,7%)
GG 121 (3,3%) 47 (3,9%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der rs35822937-Genotypen in der Fall-

und Kontrollgruppe
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4.1.3 rs17163384: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe
Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fir rs17163384
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 16, Abbildung 16). Der SNP

rs17163384 war in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Tabelle 16: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs17163384 in der Fall-
und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Puwe Prend
AA 3.143 (85,9%) 1.025 (84,6%) 0,655 0,255
AC 491 (13,4%) 177 (14,6%)
CcC 23 (0,6%) 9 (0,7%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 16: Prozentuale Verteilung der rs17163384-Genotypen in der Fall-
und Kontrollgruppe



52

4.1.4 rs1053316: Genotypverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe
Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung fur rs1053316
zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle 17, Abbildung 17). Der SNP

rs1053316 war in dieser Arbeit nicht mit dem MI assoziiert.

Tabelle 17: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus' rs1053316 in der
Fall- und Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe Kontrollgruppe *Puwe Prend
GG 2.991 (81,8%) 966 (79,8%) 0,563 0,122
GA 624 (17,1%) 229 (18,9%)
AA 42 (1,1%) 16 (1,3%)

*Puwe: P-Wert fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe
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Abbildung 17: Prozentuale Verteilung der rs1053316-Genotypen in der Fall-
und Kontrollgruppe
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4.2 Untersuchungen zur Assoziation von MIA3-Polymorphismen mit dem Mi

Eine Assoziation des SNPs rs17465637 mit dem MI konnte in dieser wie auch in
anderen Arbeiten gezeigt werden (Tabelle 18; Samani et al., 2007, Hiura et al., 2008,
Myocardial Infarction Genetics Consortium, 2009, Karvanen et al.,, 2009, Coronary
Artery Disease Consortium, 2009). In den meisten Studien an Probanden von
europaischem oder asiatischem Ursprung liel3 sich ein Zusammenhang zwischen
dem C-Allel des SNPs rs17465637 und einem erhOhten MI-Risiko nachweisen
(Samani et al., 2007, Hiura et al., 2008, Myocardial Infarction Genetics Consortium,
2009, Karvanen et al., 2009). In der genomweiten Assoziationsstudie von Samani
und Kollegen wurde die Assoziation des SNPs rs17465637 mit dem MI fir ein
gemischtes Kollektiv aus MI-Patienten und Patienten mit erfolgter Revaskularisation
einer Koronararterie (,Wellcome Trust Case Control Consortium®), fur eine Gruppe
von MI-Patienten mit KHK in der Familienanamnese (,German Myocardial Infarction
Family Study 1) und fir die Kombination beider Kollektive gezeigt (Tabelle 18,
Samani et al., 2007). Diese Ergebnisse wurden in einer Untersuchung einer Kohorte
aus Japan bestatigt (,Suita Study“, Hiura et al., 2008). Folglich besteht eine
Assoziation des SNPs rs17465637 mit dem MI in Populationen von europadischem
und asiatischem Ursprung, obwohl deren Genotypverteilungen und Allelfrequenzen
deutlich voneinander abweichen: Zum Beispiel betrug die C-Allel-Frequenz in der
Kontrollgruppe aus Japan 53,8% (Hiura et al., 2008) und in der Kontrollgruppe der
vorliegenden Studienpopulation 72,2% (P < 0,0001). In einer genomweiten
Assoziationsstudie an Patienten aus Schweden, Finnland, Spanien, Italien und den
USA wurden die getesteten Sequenzvarianten stufenweise von circa zweieinhalb
Millionen in der ersten Stufe zu 13 in der vierten Stufe reduziert (Myocardial
Infarction Genetics Consortium, 2009). Die Assoziation des SNPs rs17465637 mit
dem MI war statistisch signifikant in den Stufen eins (sechs Studienpopulationen)
und drei (sechs Studienpopulationen) aber nicht in den Stufen zwei (zwei
Studienpopulationen) und vier (eine Studienpopulation) (Tabelle 18, Myocardial
Infarction Genetics Consortium, 2009). Einen engen Zusammenhang des SNPs
rs17465637 mit dem MI ergab eine Metaanalyse von Stufe eins bis vier, die Uber
12.000 Falle und 12.000 Kontrollen europaischen (16 Studienpopulationen und eine
Untergruppe) beziehungsweise stdasiatischen Ursprungs (eine Untergruppe)
umfasste (Tabelle 18, Myocardial Infarction Genetics Consortium, 2009). Karvanen

und Kollegen belegten in einem Kollektiv von 918 Fallen und 4.695 Kontrollen aus
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Nord- und Westeuropa ebenfalls die Assoziation des SNPs rs17465637 mit dem Mi
(Tabelle 18, Karvanen et al., 2009). Im Gegensatz zu den oben genannten
Studienergebnissen wurde fiir den SNP rs17465637 keine Assoziation mit dem MI in
einer Metaanalyse von neun Studien mit Uber 10.000 Fallen und tber 10.000
Kontrollen nordeuropaischen Ursprungs festgestellt (Tabelle 18, Coronary Artery
Disease Consortium, 2009). In dieser Studie wurde jedoch die von Samani und
Kollegen entdeckte Assoziation des SNPs rs3008621 mit dem MI bestatigt (Coronary
Artery Disease Consortium, 2009).
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Tabelle 18: Assoziation des C-Allels des SNPs rs17465637 in MIA3 mit der KHK in vorausgehenden und der aktuellen Studie

Studie Studientyp Stichprobensatz  Falle/Kontrollen OR  (95% Kil) P-Wert
Samani et al., 2007 GWAS WTCCC? 1.924/2.936 1,23 (1,12-1,34) 0,000010
GWAS GerMIFS I° 857/1.631 1,15 (1,01-1,32) 0,038
kombiniert 2.781/4.567 1,20 (1,12-1,30) 0,0000013
Hiura et al., 2008 Replikation Suita Study*® 579/2.433 1,45 (1,15-1,82) 0,002
Myocardial Infarction
Genetics Consortium,
2009 GWAS Stufe 1¢ 2.967/3.075 1,17 (1,08-1,27) 0,00015
Stufe 2° 835/915 1,09 (0,90-1,33) 0,38
Stufe 3' 4.321/4.321 1,11 (1,04-1,19) 0,003
Stufe 49 1.503/1.503 1,11 (0,98-1,25) 0,10
Stufe 1,2, 3+ 4" 9.626/9.814 1,13 (1,08-1,18) 0,000000015
Stufe 1,2,3+4' 12.713/12.821 1,14 (1,10-1,19) 0,0000000014

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Tabelle 18: Fortsetzung (1)
Studie Studientyp Stichprobensatz ~ Falle/Kontrollen OR  (95% Kil) P-Wert
Karvanen et al., 2009 Replikation MORGAM 918/4.695 1,18 (1,03-1,33) X
Coronary Artery Disease
Consortium, 2009 Replikation 9 Studien® 10.708/10.878 1,04 (0,99-1,09) 0,089
(CAD study)
X (MI study) 1,01 (0,96-1,07) 0,64
aktuelle Studie Replikation Munchen 3.657/1.211 1,14 (1,02-1,27) 0,017

GWAS: ,genome-wide association study*
CAD: ,coronary artery disease”

X: Daten nicht verfugbar

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Tabelle 18: Fortsetzung (2)

a ,Wellcome Trust Case Control Consortium*: Falle: europaische Kaukasier mit Ml oder koronarer Revaskularisierung vor dem 67.
Lebensjahr (Bypass-Operation oder perkutane transluminale koronare Angioplastik); Kontrollen: europaische Kaukasier der
,British 1958 Birth Cohort“ und gesunde Blutspender.

b ,German Myocardial Infarction Family Study I, Falle: Kaukasier deutschen Ursprungs mit Ml vor dem 60. Lebensjahr und einem
erstgradig Verwandten mit MI oder perkutaner transluminaler koronarer Angioplastik beziehungsweise Bypass-Operation.

c ,Suita Study“: Falle: randomisiert ausgewdahlte Patienten mit MI; Kontrollen: Patienten ohne KHK, Félle und Kontrollen stammen
aus derselben Region in Japan.

d Stufe 1 bestand aus Fallen mit friihzeitig eingetretenem MI und Kontrollen aus sechs Studien an europaischen Probanden: ,Italian
Atherosclerosis Thrombosis and Vascular Biology (IATVB)“, ,Heart Attack Risk in Puget Sound (HARPS)® ,Registre Gironi del
COR (Gerona Heart Registry or REGICOR)“; ,Massachusetts General Hospital Premature Coronary Artery Disease (MGHPCAD)*;
,FINRISK; Malmo Diet and Cancer Study (MDC)“.

e Stufe 2 bestand aus Fallen mit frihzeitig eingetretenem MI und Kontrollen aus vier Studien an europaischen Probanden: WTCCC
MI Study®; ,GerMIFS I, ,PennCATH®, ,MedSTAR". Teilnehmer der Studie von Samani und Kollegen - WTCCC MI [WTCCC auf
Falle mit Ml begrenzt; Samani und Kollegen (Samani et al., 2007) definierten MI-Falle grof3ztigiger] und GerMIFS | - wurden aus
dieser Analyse ausgeschlossen.

f  Stufe 3 bestand aus MI-Fallen und Kontrollen aus sechs Studien. Alle Teilnehmer waren europaischen Ursprungs ausschlie3lich
einer sudasiatischen Gruppe in der Studie ,INTERHEART". Die sechs Studien waren: ,Acute Myocardial Infarction (AMI) Gene
Study/Dortmund Health Study“; ,Verona Heart Study“; ,Mid-America Heart Institute®; ,Irish Family Study“;, ,GerMIFS II¥
JNTERHEART".

g Stufe 4 bestand aus Fallen mit friihzeitig eingetretenem MI und Kontrollen ohne Koronarereignis aus Island.

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Tabelle 18: Fortsetzung (3)

h Stufen 1, 2, 3 und 4 ausschliesslich der Studie von Samani und Kollegen (WTCCC MI und GerMIFS 1).

Stufen 1, 2, 3 und 4 einschliesslich der Studie von Samani und Kollegen (WTCCC MI und GerMIFS 1).

Das MORGAM-Projekt (,MONICA, Risk, Genetics, Archiving, and Monograph®) umfasste reprasentative Kohorten aus definierten
Regionen Europas. Die Studie kombinierte funf Stichproben aus Finnland (,ATBC®, ,FINRISK®), Schweden (,northern Sweden®),
Grossbritannien (,PRIME/Belfast®), und Frankreich (,PRIME/France®) und beschaftigte sich unter anderem mit MI-Befunden in
einer Fall-Kontroll-Studie.

Die Untersuchung umfasste neun Studien aus Europa mit belegten KHK-Fallen und entsprechenden Kontrollen: ,Academic
Medical Center Amsterdam Premature Atherosclerosis Study (AMC-PAS)“ ,Etude Cas-Te'moins sur l'infarctus du Myocarde
Study (ECTIM)*; ,European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition Study (EPIC-Norfolk)“; ,GerMIFS* [ausschlie3lich
Falle, die sich nicht mit der Studie GWAS (Samani et al., 2007) deckten]; ,Cooperative Health Research in the Region of Augsburg
Study (KORA/GOC)* ,Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study (LURIC)*; ,MORGAM Study*; ,Population-based
northern German cross-sectional study (PopGen)*; ,UKMI Study“. Fast alle Teilnehmer waren nordeuropaischen Ursprungs.
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Die vorliegende Arbeit zeigte eine EffektgréRe von 1,14 fur das Verhaltnis des C-
Allels des SNP rs17465637 zu dem MI-Risiko - &hnlich beziehungsweise identisch zu
EffektgroRen, die in vorhergehenden Studien beobachtet wurden: 1,15 in der
,German Myocardial Infarction Family Study I (Samani et al., 2007), 1,13 in einer
Metaanalyse mit vier Stufen ausschliel3lich der Studie von Samani und Kollegen
(Myocardial Infarction Genetics Consortium, 2009) und 1,14 in der Metaanalyse in
vier Stufen einschliel3lich dieser Studie (Tabelle 18, Myocardial Infarction Genetics
Consortium, 2009). Die Ubereinstimmung zwischen den aktuellen und publizierten
EffektgroRen unterstreicht die Eignung des hier herangezogenen Kollektivs und
insbesondere der Kontrollgruppe, die keine Gruppe gesunder Kontrollen
reprasentierte, da bei diesen Individuen eine Koronarangiographie indiziert war.
Neben dem SNP rs17011681, der als Replikations-SNP fir den SNP rs17465637
diente, wurde fir einen weiteren SNP - rs2133189 - eine perfekte allelische
Assoziation mit dem SNP rs17465637 und dem MI nachgewiesen (Samani et al.,
2007). Folglich stellen die Mil-assoziierten SNPs rs2133189, rs17465637 und
rs17011681 zusammen eine Kopplungsgruppe dar, welche sich Uber 9.000
Basenpaare erstreckt - einschlie3lich dem Intron sechs bis zum Intron zehn der
MIA3-Region (Abbildung 5). Wahrscheinlich steht diese MIA3-Region eher als
andere Abschnitte des Gens in Beziehung mit der KHK und dem M.
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4.3 Haplotypen des MIA3-Locus

Die Ergebnisse der Haplotypanalyse wurden fur die nachfolgende Erlauterung zur
Verfiigung gestellt. Die neun haufigsten Haplotypen (Frequenz > 1%) wurden aus
den Genotypen mit Hilfe der Software ,PHASE" rekonstruiert (Stephens et al., 2001).
Tabelle 19 zeigt die identifizierten Allelkonstellationen der Haplotypen, ihre
Frequenzen in der Fall- und Kontrollgruppe, nicht adjustierte und adjustierte P-Werte
und ORs mit den jeweiligen 95%-KIs.

Ein Trend-Regressions-Test zeigte keine signifikante Gesamtassoziation der
Haplotypen mit dem MI, deutete aber einen Trend dahingehend an (P-Wert: 0,085).
Der in der Studienpopulation am haufigsten vertretene TGACCAAAG-Haplotyp
(48%) und der relativ seltene CGACCAAAG-Haplotyp (2%) sind signifikant haufiger
in der Fall- als in der Kontrollgruppe vertreten (Tabelle 19, Abbildungen 18 und 19).
Keiner der anderen sieben Haplotypen zeigte eine Assoziation mit dem MI (Tabelle
19).

Die Auswirkung des TGACCAAAG-Haplotyps auf das MI-Risiko erwies sich als
gering (zehn Prozent Steigerung des MI-Risikos im Vergleich zu anderen
Haplotypen) und die statistische Signifikanz dafur lag im Grenzbereich (adjustierter
P-Wert 0,046). Aufgrund der niedrigen Frequenz des CGACCAAAG-Haplotyps ist die
Einschatzung seiner Auswirkung auf das MI-Risiko mit einer erheblichen
Unsicherheit behaftet.

Der Effekt des TGACCAAAG- und CGACCAAAG-Haplotyps war nicht mehr
statistisch signifikant, nachdem Korrekturen fiir die Anzahl an getesteten SNPs und
Haplotypen vorgenommen worden waren. Zur Klarung der Frage einer Assoziation

von MIA3-Haplotypen mit dem MI sind deshalb weitere Studien erforderlich.
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Tabelle 19: Assoziation zwischen den neun haufigsten Haplotypen der MIA3-Region und dem Ml

Frequenz

Haplotyp* Falle Kontrollen P1 P> OR (95% KiI)

Hapl TGACCAAAG 0,490 0,469 0,072 0,046 1,102 (1,002-1,212)
Hap2 TGACCAGAG 0,171 0,173 0,820 0,922 0,994 (0,877-1,126)
Hap3 TAGTAGAAG 0,108 0,111 0,753 0,535 0,953 (0,819-1,109)
Hap4 CGACAAACA 0,061 0,066 0,385 0,283 0,900 (0,743-1,091)
Hap5 TAACCAAAG 0,034 0,036 0,655 0,410 0,894 (0,684-1,168)
Hap6 TGGCAGAAG 0,031 0,039 0,054 0,045 0,766 (0,591-0,994)
Hap7 CGGCAAAAA 0,022 0,025 0,372 0,379 0,871 (0,640-1,185)
Hap8 CGACCAAAG 0,022 0,016 0,054 0,019 1,574 (1,077-2,298)
Hap9 TAGTCAAAG 0,013 0,014 0,794 0,876 0,967 (0,637-1,468)

P1: P-Wert nicht adjustiert. P,: P-Wert adjustiert fir Alter und Geschlecht.

Die ORs sind fur Alter und Geschlecht adjustiert und verdeutlichen das jeweilige Vorkommen der einzelnen Haplotypen im diploiden
Organismus. Die Ergebnisse zu den Haplotypfrequenzen und den ORs sowie die Ergebnisse der Assoziationstests stiitzen sich auf
die individuellen Haplotypwahrscheinlichkeiten, die mittels der Software ,PHASE" berechnet wurden (Stephens et al., 2001).

* Die Anordnung der Allele in den Haplotypen stimmt mit den entsprechenden chromosomalen Positionen der SNPs tberein (von links
nach rechts): rs3002142, rs904323, rs17011666, rs3002145, rs17465637, rs2088514, rs35822937, rs17163384, rs1053316.

Die Basensequenzen der Haplotypen liegen auf dem kodierenden Strang der MIA3-DNA.
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Abbildung 18: Frequenzen der neun haufigsten Haplotypen in der Fallgruppe
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Abbildung 19: Frequenzen der neun haufigsten Haplotypen in der

Kontrollgruppe
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4.4  Einschrankung der Studie

Nahezu 30% der Patienten, welche ein akutes Koronarereignis entwickeln, sterben
vor der Ankunft im Krankenhaus (Topol et al., 1998). Deshalb ist anzunehmen, dass
eine beachtliche Anzahl an studienrelevanten Patienten mit akutem MI nicht in der
Studie erfasst worden ist. Somit stellt die Unterreprasentation von potentiellen
risikoreichen Allelen oder Genotypen eine Selektionsbias dar, welche das Ergebnis
bei der Bewertung der Assoziation genetischer Faktoren mit dem MI beeinflussen

kann.
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5. Zusammenfassung

In genomweiten Assoziationsstudien wurden Kandidatengene identifiziert, die bei der
Blutdruckregulation, im Lipidmetabolismus, bei der Endothelfunktion, bei der
Thrombusbildung, in der Gerinnungskaskade oder in der interventionellen
Kardiologie eine Rolle spielen (Helgadottir et al., 2007, McPherson et al., 2007,
Samani et al, 2007, Erdmann et al.,, 2009). Samani und Kollegen fanden
Genvariationen, die bedeutsam fir die Entstehung der KHK scheinen (Samani et al.,
2007) - unter anderem den SNP rs17465637 im MIA3-Gen auf dem Chromosom
1g41. Das MIA3-Gen war bis dahin als Tumorsuppressorgen in der Pathogenese von
malignen Erkrankungen bekannt (Arndt et al., 2006, 2007), jedoch noch nicht in
einen Zusammenhang mit der KHK und dem MI gestellt worden.

In dieser Arbeit wurden mehrere Polymorphismen der MIA3-Region auf ihre
Assoziation mit dem MI untersucht. Die Studienpopulation bestand aus 3.657
Patienten mit Ml und 1.211 Kontrollpersonen ohne MI. Zur Genotypisierung wurde
die TagMan-Technik verwendet. Der SNP rs17465637 und sein Replikations-SNP
rs17011681 waren mit dem MI assoziiert, nicht jedoch acht weitere SNPs, die
zusammen mit rs17465637 als "tag"-SNPs in einer Haplotypanalyse verwendet
wurden. Die Genotypisierung von vier der ,tag“-SNPs sowie die Haplotypanalyse
wurde auflerhalb dieser Arbeit durchgefiihrt. Die hier gezeigte Assoziation von
rs17465637 mit dem MI stimmt mit publizierten Daten zur KHK und dem MI gut
Uberein (Samani et al., 2007, Hiura et al., 2008, Myocardial Infarction Genetics
Consortium, 2009, Karvanen et al., 2009, Coronary Artery Disease Consortium,
2009).

Um die Funktion der Ml-assoziierten Kandidatengene in der Pathogenese der KHK
besser verstehen zu kénnen, bedarf es bioinformatisch unterstiitzter Metaanalysen
genomweiter Assoziationsstudien, epigenetischer Analysen und experimentieller
Verlaufsstudien (Glazer et al., 2011, Wang et al.,, 2011). Dabei kdnnten neu
entwickelte technische Verfahren wie beispielsweise die Exom-Sequenzierung

angewandt werden (Zeller et al., 2011).
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