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1 Einleitung

1.1 Die Koronare Herzkrankheit

Die atherosklerotische koronare Herzkrankheit (KHK, engl. (hier synonym) coronary artery disease,
CAD) ist die hiufigste Ursache myokardialer Ischdmien. Sie ist gekennzeichnet durch akute oder
chronisch progrediente atherosklerotische Verengungen der (epikardialen) Koronararterien, so dass
ein Missverhéltnis zwischen Sauerstoffangebot und myokardialem Sauerstoffbedarf entsteht. Eine
signifikante (atherosklerotische) KHK ist koronarangiographisch definiert als >70prozentige
Durchmesserstenose von mindestens einem groferen Segment der epikardialen Arterien oder als

>50prozentige Durchmesserstenose des Hauptstamms der linken Kranzarterie (22).

In den Industriestaaten stellen kardiovaskuldre Erkrankungen die héufigste Todesursache dar. In
Deutschland waren im Jahr 2002 KHK und Myokardinfarkt fiir knapp 20% der Todesfille
ursidchlich, bei beiden Geschlechtern stellen ischdmische Herzerkrankungen die héiufigste

Todesursache dar (12).

Die haufigsten klinischen Manifestationsformen der KHK sind Angina pectoris und akuter
Myokardinfarkt, auch ischdmieinduzierte gravierende Herzrhythmusstérungen konnen auftreten.

Etwa 50% der Patienten werden primér durch Brustschmerzen auffallig.

Die ,,typische* stabile Angina pectoris duflert sich in retrosternalen Beschwerden typischer Qualitat
(Druck, Enge, gegebenenfalls mit Ausstrahlung in Kiefer, linken Arm, Epigastrium) und Dauer
(Minuten), die durch reproduzierbare korperliche oder emotionale Belastung provozierbar sind und
durch Ruhe oder Nitroglycerin gebessert werden konnen (14, 27). lhre Einteilung nach
symptomfreier Belastbarkeit des Patienten gemdll der CCS-Klassifikation (9) gibt Tabelle 1 wieder

(s. nachste Seite).

Instabile Angina pectoris ist definiert als neu aufgetretene oder an Héiufigkeit und Intensitét
progrediente oder in Ruhe auftretende Beschwerden. Die Reaktion auf Nitroglycerin ist héiufig
verzdgert, es kann eine vegetative Begleitsymptomatik bestehen, die Beschwerden halten jedoch
nicht langer als 20 Minuten an (14). Ist eine instabile Angina pectoris-Symptomatik mit einer
signifikanten Troponin-Erhéhung verbunden, wird dies als Non ST-elevation myocardial infarction

(NSTEMI) bezeichnet (27).
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Im Gegensatz zum akuten Myokardinfarkt (ST-Hebungsinfarkt, STEMI) liegen keine Erhchungen
der Herzmuskelenzyme (CK, CK-MB, LDH, GOT) und keine infarkttypischen ST-Strecken-

Hebungen vor (42).

Die Klassifikation der instabilen Angina pectoris nach Braunwald (27) erfolgt nach Schweregrad und

klinischen Umstdnden der Beschwerden (Tabelle 2, s. nichste Seite).

Das Auftreten einer instabilen Angina zeigt ein erhohtes Risiko flir kurzfristig nachfolgende

schwerwiegende kardiale Ereignisse wie Myokardinfarkt oder plotzlichen Herztod an (22).

Tabelle 1: CCS-Klassifikation der (belastungsinduzierten) Angina pectoris, adaptiert nach

Campeau (9)

Klasse I

Normale kdrperliche Aktivitdt wie Gehen oder Treppensteigen verursacht keine
Angina. Angina tritt auf bei intensiver, schneller oder langdauernder

Anstrengung durch Arbeit oder Freizeitbeschéftigung.

Klasse I1

Leichte Einschrinkung normaler Aktivitdten. Angina tritt bei schnellem Gehen
oder Treppensteigen auf, beim Bergaufgehen, bei Belastung nach dem Essen,
bei Kélte, Wind, emotionaler Belastung oder nur in den ersten Stunden nach
dem Aufwachen. Angina tritt erst nach mehr als 200 m Gehen in ebenem

Gelande oder einer Etage Treppensteigen in normalem Tempo auf.

Klasse 111

Deutliche Einschrankung normaler Aktivititen. Angina tritt wihrend 100 bis
200 m Gehstrecke auf oder unter einer Etage Treppensteigen in normalem

Tempo.

Klasse IV

Auftreten von Angina bei jeder korperlichen Betédtigung, Gehstrecke unter 100
m, Beschwerden beim Gehen im Haus oder bei personlicher Pflege. Symptome

konnen auch in Ruhe vorhanden sein.
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Tabelle 2: Klassifikation der instabilen Angina pectoris, modifiziert nach Dietz (14) und Hamm (27)

Klassifikation nach Braunwald

Klinische Umstéinde

Klasse A

Patienten mit einer klar
definierten
extrakardialen Ursache

der Verstiarkung der

Klasse B
Patienten ohne
extrakardiale
Ursache der

Verstarkung der

Klasse C

Patienten mit
instabiler AP
innerhalb von

zwel Wochen

letzten 48 Stunden
(akute Ruhe-AP)

IIIB-Trop.

positiv*

kardialen Ischdmie Beschwerden nach einem akuten
(sekundire instabile AP) | (primére instabile | Myokardinfarkt
AP) (postinfarzielle
instabile AP)
Klasse I
Neu aufgetretene, schwere
oder zunehmende AP; keine 1A 1B 1€
Beschwerden in Ruhe
Klasse II
g Ruhe-AP im letzten Monat,
%ﬂ aber nicht in den letzten 48 ITA 1B IIC
% Stunden (subakute Ruhe-
21 Ap)
Klasse I11 IIIB-Trop. negativ
Ruhe-AP innerhalb der
1A ic

*Patienten mit positivem Troponin (NSTEMI) haben eine deutlich schlechtere Prognose (27).

1.1.1

Pathogenese atherosklerotischer GefiBlléisionen

Atherosklerose ist ein systemischer Gefdllprozess, der sich in verschiedenen Erkrankungen

manifestiert (KHK, periphere arterielle Verschlusskrankheit, ischdmischer cerebraler Insult,

chronische Niereninsuffizienz, Multiinfarktdemenz).
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Fiir Lasionen pradisponiert sind Orte adaptiver Intimaverdickung; diese sind bei jedem Menschen an
konstanten Stellen hoher Scherkrifte (z.B. Gefd3gabelungen) von Geburt an vorhanden und engen
das Lumen nicht ein, sondern stellen Anpassungsvorginge an besondere mechanische
Beanspruchungen dar. Die Entstehung atherosklerotischer Lésionen ist in den frithen Stadien ein
zunichst bei jedem Menschen von Kindheit an nachweisbarer charakteristischer und vorhersagbarer
Prozess (91). Im spiteren Verlauf kénnen die Lisionen dann im Einzelnen unvorhersagbar in
verschiedener Weise fortschreiten, so dass unterschiedliche Typen von Lasionen und entsprechende
klinische Auswirkungen entstehen (92).

Die initiale atherosklerotische Lésion enthdlt reichlich Lipoproteine und eingewanderte mit
Lipidtropfcheneinschliissen angefiillte Makrophagen (,,Schaumzellen®, foam cells), die sich im
weiteren Verlauf in Schichten mit fettbeladenen glatten GefaBmuskelzellen ablagern (makroskopisch
Hfatty streaks®). Entziindliche Prozesse als Reaktion des Gefidl3es auf Noxen (Rauchen, Hypertonie)
beginnen als endotheliale Dysfunktion, die die homoostatischen Eigenschaften des Endothels
verdndert und Leukozyten- und Thrombozytenadhision begiinstigt. Durch Bildung von vasoaktiven
Substanzen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren wird die Migration und Proliferation gefordert, so

dass Monozyten, T-Lymphozyten und glatte Muskelzellen in die Lasion einwandern konnen (68).

Das Ubergangsstadium zum Atherom weist bereits extrazellulire Lipidtropfchen auf, die den
Zusammenhalt von glatten Intima-Muskelzellen unterbrechen. Das durch weitere Progression
entstandene Atherom kann schlieBlich durch Lumeneinengung oder Plaque-Komplikationen
symptomatisch werden: Die Lésion enthélt nun einen grofBeren konfluierenden Kern (,,Lipid-Rich
Core”) aus extrazelluldren Lipiden, vor allem Cholesterin und Cholesterinestern, die teils in
kristalliner Form vorliegen. Der Kern ist umgeben von einer Schicht faserigen Bindegewebes, das
den Lipidkern vom Arterienlumen trennt (,,Fibrous Cap®).

Im weiteren Verlauf kann der Lipidkern des Atheroms auch durch faseriges Bindegewebe ersetzt
werden, das stark calciumhaltig sein kann. Spdte Verdnderungen der Lision resultieren aus
Komplikationen wie Ruptur der Plaque-Kappe, Einblutungen (Hdmatomen) und Thrombenbildung
(11, 91, 92). Vulnerable, besonders zu Komplikationen neigende Plaques sind gekennzeichnet durch
einen groflen Lipidkern (=50% des Plaquevolumens), eine hohe Makrophagendichte sowie eine
diinne faserige Kappe mit desorganisierter Kollagenstruktur und geringer Anzahl glatter
Muskelzellen (11). Abbildung 1 zeigt GefiaBquerschnitte als Beispiele eines stabilen Atheroms (a)
und einer rupturierten Plaque mit Thrombenbildung im Bereich des fritheren Lipidkerns (b); der
intravasale Thrombus oder embolisierende Bestandteile des Lipidkerns konnen durch

GefaBokklusion zum Myokardinfarkt fiihren.
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a) by F

Abbildung 1: GefaBquerschnitte bei stenosierender KHK: reifes Atherom (a) und rupturierte Plaque

mit intravasalem Thrombus (b), modifiziert nach Davies (11)

1.1.2 Risikofaktoren der KHK

Die Erkrankungs- und Versterbenswahrscheinlichkeit an KHK ist stark und unabhéngig mit den so
genannten ,.klassischen® oder konventionellen Risikofaktoren assoziiert: hoheres Lebensalter (Mén-
ner >45 Jahre, Frauen >55 Jahre oder in der Postmenopause), arterielle Hypertonie, Diabetes melli-
tus, Rauchen, Hyperlipidimie und/oder erniedrigtes HDL sowie positive Familienanamnese bei
Verwandten 1. Grades (bei midnnlichen Verwandten vor deren 55. Lebensjahr, bei weiblichen Ver-

wandten vor deren 65. Lebensjahr) (23).

Ubergewicht und kérperliche Inaktivitit sind pridisponierende Faktoren aufgrund ihrer Verstirkung
von konventionellen Risikofaktoren wie Hypertonie, Fettstoffwechselstorungen und Diabetes.
Inzwischen werden sie aber auch als selbstdndige, unabhéngige Risikofaktoren wahrgenommen (30,

66).

Hyper- bzw. Dyslipoproteindmie (Erhohung des Gesamtcholesterins, des low density lipoprotein
(LDL), Verminderung des high density lipoprotein (HDL)) sind linear mit der KHK-Mortalitét
korreliert (78). Modifiziertes, d.h. oxidiertes bzw. bei Diabetes glykosyliertes LDL schiadigt Endothel
und glatte GefiaBmuskulatur, wirkt chemotaktisch und proliferationsférdernd auf Monozyten und
fordert so eine atherogene Entziindungsreaktion. Im Gegenzug verstirken aber auch
Entziindungsmediatoren die lokale LDL-Bindung und die Transkription des LDL-Rezeptors, so dass

ein proinflammatorischer Kreislauf entsteht (68).
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Arterielle Hypertonie flihrt {iber eine mechanische Beanspruchung der Gefilwand zu
Endothelschdden und triggert koronare Ereignisse durch erhohte Wandspannung und gréBeren
myokardialen Sauerstoffbedarf. AuBerdem erzeugt Angiotensin II, das Produkt des Renin-
Angiotensin-Systems, eine Hypertrophie und vermehrte Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur,
fordert die LDL-Oxidation und die Bildung von Oxidantien wie Peroxid-Anionen und

Hydroxylradikalen (68).

Patienten mit Diabetes mellitus haben ein erhohtes KHK-Risiko (Typ II: 2-4fach; Typ I: 3-10fach
(22)), die koronare Herzkrankheit ist in dieser Gruppe Haupttodesursache (60%).

Zigarettenrauchen induziert eine Erhohung des Fibrinogenspiegels und der Plattchenadhision,
reduziert den HDL-Spiegel und verstirkt die koronare Vasokonstriktion. Beobachtungsstudien

zeigen eine Erhohung der kardiovaskuldren Mortalitdt um 50% (82).

Ubergewicht und Adipositas stellen einen weltweit wachsenden Risikofaktor dar. Ein erhdhter BMI
(Korpergewicht in kg/(KorpergroBe in m)* >25 kg/m?) ist haufig mit arterieller Hypertonie, Hyper-
cholesterindmie und gestorter Glukosetoleranz assoziiert (66). Besonders in Entwicklungsldndern
kann im Prozess der Urbanisation ein paralleler Anstieg von Ubergewicht und weiteren
kardiovaskuldren Risikofaktoren beobachtet werden, der bei den verschiedenen Ethnien neben
Erndhrungs- und anderen Umweltfaktoren auch von der genetischen Disposition abhéngig zu sein
scheint (86). Starkes Ubergewicht erhoht den myokardialen Sauerstoffbedarf und schrinkt
korperliche Aktivitit ein, so dass liber ungeniigendes kardiovaskuldres Training und niedrige HDL-

Werte kardioprotektive Faktoren verloren gehen.

Neben diesen konventionellen Risikofaktoren wird eine Vielzahl zusétzlicher, weniger etablierter
Risikofaktoren diskutiert:

Bakterielle und virale entziindliche Prozesse stehen im Verdacht, die Atherogenese zu fordern. In
Beobachtungsstudien sind erhohte Blutwerte des C-reaktiven Proteins mit der Mortalitit an
koronaren Ereignissen assoziiert (67). Herpesviren und Chlamydia pneumoniae wurden in
verschiedenen Organen und auch in atherosklerotischen Lésionen nachgewiesen, konnten im

Tierversuch bisher aber keine gezielten Lasionen induzieren (68).

Im Bereich der psychosozialen Risikofaktoren kann eine triggernde Funktion akuter

Lebensereignisse fiir kardiale Ereignisse wie Myokardinfarkt beobachtet werden, psychische
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Belastungen konnen auflerdem ebenso wie korperliche Belastung Angina pectoris-Beschwerden
auslosen. Depression und soziale Isolation wurden als unabhéngige Risikofaktoren identifiziert, die
Starke der Assoziation zwischen depressiver Erkrankung und KHK soll alters- und
geschlechtsunabhingig konventionellen Risikofaktoren wie Rauchen oder Hypercholesterindmie
vergleichbar sein. Chronische Zustinde von ,,Stress“, insbesondere am Arbeitsplatz, konnten

dagegen nicht als Risikofaktor belegt werden (7).

1.1.3 Diagnose der KHK

Bei thorakaler Schmerzsymptomatik stehen eine symptomorientierte Anamnese, korperliche
Untersuchung und gezielte Erhebung von Risikofaktoren am Anfang der Diagnostik. Auf dieser
Grundlage ergibt sich ein erstes Bild von der Wahrscheinlichkeit einer kardialen Genese der
Beschwerden bzw. Anhaltspunkte fiir einen nicht-kardialen Thoraxschmerz (22).
Entscheidungsalgorithmen liegen als Empfehlungen internationaler Organisationen vor, wegen der
Komplexitit des Krankheitsbildes zeigt Abbildung 2 beispielhaft den diagnostischen Algorithmus
der ACC/AHA.
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Brustschmerz

Anamnese: erwartete
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KHK basierend auf N R Risiko-/Prognose- ¥
Anamnese, Untersuchung, ”| Einschitzung R . .
Ruhe-EKG (Komorbiditit, »| empirische Therapie
Patientenwunsch)
J A 4
v s. Behandlungs-
Leitlinie ACC/AHA]
Stress-Test/ J

Angiographie <

Jahre; ST-Strecken-/T-Wellenveranderungen im Ruhe-EKG; Lungenddem)

Abbildung 2: Algorithmus der ACC/AHA Leilinien, {ibersetzt und modifiziert nach Gibbons et al.
(22) (*instabile AP mit mittlerem/hohem Risiko: Ruheschmerz ldnger als 20 Minuten; Alter tiber 65



Einleitung 15

Nach allgemeinen Empfehlungen internationaler Fachgesellschaften sind insbesondere die Patienten
durch Belastungs-EKG zu untersuchen, bei denen diese Untersuchung eine gute Trennschirfe
zwischen KHK-Erkrankten und Nichterkrankten bietet. Dies ist bei einer durch Anamnese,
Untersuchung und Ruhe-EKG als mittelgradig eingeschitzten KHK-Wahrscheinlichkeit der Fall
(22). Bei Patienten, die sich keiner korperlichen Belastung unterziehen konnen, oder als erginzende
Untersuchung kann eine verstdrkte Herzarbeit (Erhohung von Kontraktilitdt, Herzfrequenz und
Blutdruck) durch pharmakologischen Reiz (Dobutamin) ausgelost werden. Zur Verstirkung des
myokardialen Blutflusses durch koronare Vasodilatation konnen Adenosin oder Dipyridamol
verwendet werden.

In Kombination mit jeder Art von Belastungsreiz konnen Echokardiographie und
nuklearmedizinische Bildgebung (Tcoon-Sestamibi, Thallium-201) zur Aufdeckung ischidmie-

induzierter Kontraktilititsstorungen bzw. Perfusionsdefekte flihren (18).

Trotz laufender Fortschritte der nicht-invasiven Methoden ist der Goldstandard der KHK-Diagnostik
die Koronarangiographie, die hdmodynamisch relevante Stenosen der gro3eren epikardialen Arterien

darstellt, ergénzt durch intravaskuldren Ultraschall.

1.1.4  Diagnostische und prognostische Bedeutung des Belastungs-EKG

Die Fahrrad-Ergometrie stellt eine in Deutschland sehr weit verbreitete und gut etablierte Methode
dar, wihrend in anderen Lindern, z.B. GroBbritannien und den USA, die Laufbandergometrie
hiufiger genutzt wird. Es existieren Umrechnungstabellen zwischen den verschiedenen Arten
dynamischer Belastung und die aus Studien gewonnen Erkenntnisse gelten als vergleichbar (18).
Unter der Fragestellung einer KHK konnen diagnostische Informationen insbesondere iiber
belastungsinduzierte Ischdmichinweise wie pectangindse Beschwerden und/oder ST-Strecken-
Veridnderungen gewonnen werden, die im positiven Fall starke Priddiktoren fiir angiographisch
nachweisbare KHK, kardiovaskulire Ereignisse und Gesamtmortalitdt sind (24).

Prognostische Bedeutung haben dariiber hinaus die maximale Belastbarkeit in Watt oder die
Leistungskapazitiit in metabolischen Aquivalenten (METs) (13, 44, 90) sowie die maximal erreichte

Herzfrequenz (35).
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Der von Mark et al. an der Duke-Universitit entwickelte Duke-Score (43, 83) erzielt durch Kombi-
nation mehrerer Parameter des Belastungs-EKG einen diagnostischen und prognostischen
Informationsgewinn und wird darum in internationalen Leitlinien empfohlen (18, 21). Auf die

Berechnung geht Abschnitt 2.3.6 ein.

Dem diagnostischen und prognostischen Wert stehen auch beim Belastungs-EKG
Untersuchungsrisiken gegeniiber, denn Myokardinfarkte und Todesfélle konnen in 0,5%o bis 1%o der
Untersuchungen auftreten (18). Komplikationen treten dabei vor allem in Form von tdédlichen und
nicht tddlich verlaufenden Myokardinfarkten, Myokardruptur und komplexen ventrikuldren
Rhythmusstérungen auf.

Es sollte daher eine sorgfiltige Vorauswahl der Patienten beziiglich Risiko-Nutzen-Abwégung und

Kontraindikationen erfolgen (94).

1.1.5  Genetische Pridisposition der KHK

Fiir die koronare Herzkrankheit existiert eine familidre Disposition, die von konventionellen
Risikofaktoren unabhéngig besteht (51). Gleichzeitig sind viele ihrer typischen Risikofaktoren durch
eine Kombination von Umweltfaktoren und vermuteter oder nachgewiesener genetischer Disposition
gekennzeichnet (Diabetes mellitus Typ II, Fettstoffwechselstorungen, arterielle Hypertonie). Es gilt
als wahrscheinlich, dass diese genetische Disposition nicht einem einzelnen genetischen Merkmal
zugeordnet werden kann, sondern aus der Wechselwirkung und Summation verschiedener
genetischer Varianten resultiert (63). Zur epidemiologischen Erforschung bieten sich genetische
Polymorphismen an, die unterschiedliche Nukleotidsequenzen im menschlichen Genom darstellen.
Zunichst machen sie die genetische Variabilitit einer Population aus, haben im Gegensatz zur
Mutation Allelfrequenzen groBer 1% und gelten als evolutionsbiologisch selektionsneutral (63).
Dariiber hinaus werden sie als priddisponierende genetische Faktoren untersucht. Eine genauere

Gegendtiberstellung von Polymorphismus und Mutation liefert Tabelle 3.
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Tabelle 3: Eigenschaften eines genetischen Polymorphismus in Abgrenzung zur Mutation,

modifiziert nach Ortlepp et al. (63)

Mutation

Polymorphismus

DNA: Unterschied in der Nukleotidsequenz

DNA: Unterschied in der Nukleotidsequenz

medizinhistorisch beschrieben als monogene
klinische Krankheitsbilder, welche in der

Vererbung den Mendelschen Gesetzen gehorchen

historisch beschrieben als Variante im
Phéanotyp/Genotyp ohne eindeutigen
Selektionsnachteil. Als ,,genetische Risikofaktoren*
besonders im Zusammenspiel mit anderen Genen
und Umwelteinfliissen Korrelationen mit
bestimmten Erkrankungen. In der
Gesamtpopulation fiir beinahe alle Genloci

beschrieben.

Beispiel: familidre Kardiomyopathie,

Mukoviszidose, familidre Hypercholesterindmie

Beispiel: ACE-Polymorphismus, ApoE-
Polymorphismus, GNB3-Polymorphismus

Oft Genprodukt (Aminosiuresequenz) verandert,

mit funktionell schwerwiegenden Konsequenzen

Genprodukt hdufig nicht oder nur gering veréndert;
in der Regel primir keine deletire Auswirkung

erkennbar

Niedrige Allelfrequenz in der Gesamtpopulation

Relativ hohe Allelfrequenz in der
Gesamtpopulation (>0,01)

Eine stindig wachsende Anzahl von Polymorphismen wird in Genen beschrieben, deren

Genprodukte selbst oder deren Interaktionen zu moglicherweise KHK-begiinstigenden Mechanismen

fiihren (63, 93). Uber 130 Gene und Gengruppen sind beschrieben, deren Polymorphismen als

potentielle genetische Risikofaktoren (,,Candidate Genes*) der menschlichen Atherosklerose und

ithrer Folgeerkrankungen angesehen werden (93). Die Polymorphismen selbst werden dabei oft erst

im Kontext des heutigen Lebensstils der industrialisierten Lander zu krankheitsbegiinstigenden

Faktoren; evolutionsbiologisch stellen sie in vielen Fillen die genetisch dltere Variante dar, die ihren

Triagern friher, z.B. durch ,sparsameren” Stoffwechsel, einen Selektionsvorteil bot (,,Thrifty-

genotype‘“-Hypothese) (54). Beispiele solcher ,,Kandidatengene* der KHK gibt Tabelle 4.
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Tabelle 4:

Beispiele

fir

,Kandidatengene*

mit

potentiell

Polymorphismen, zusammengestellt nach Ortlepp et al. (63) und Tang et al. (93)

krankheitsbegiinstigenden

Lipidstoffwechsel Endothel RAAS Adrenozeptoren Andere
CETP eNOS, NOS3 ACE bzw. DCP 1 |oya-AR GNB3
(Cholesterolester- |(NO-Synthase 3) |(Angiotensin- (o a-Adrenozeptor) | (G Protein f33)
transferprotein) (27bp), Intron 4; Conv. Enzym) /D [C1441T C825T
[le405Val oder Glu298Asp  |Intron 16

118470 163729 106180 104219 139130
APOE (Apolipo- |MTHFR (Methyl- |AGT Bi-AR

protein E) E2,3.4 |tetrahydrofolatre- |(Angiotensinogen) |(f;-Adrenozeptor)

RFLP Hhal duktase) C677T M235T G1165C

107741 236250 106150 109630

LPL (Lipoprotein- |ELAM 1, D62E AGTRI B.-AR

lipase) (E-Selectin) (Angiotensin II- (B2-Adrenozeptor)

Asp9Asn Ser128Arg Rezeptor 1) A46G

Asn291Ser A1166C

238600 131210 106165 109690

kursiv: OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man®)-Nummer

1.2

1.21

Der GNB3-Polymorphismus C825T als kardialer Risikofaktor

Hintergrund: Funktion und Struktur von G-Proteinen

Die Wirkung von Hormonen, Neurotransmittern oder Zytokinen, die die Zellwand nicht tiberwinden
konnen, wird mit Hilfe von membranassoziierten Rezeptoren {iber Second Messenger-Systeme zu
den intrazelluldren Effektoren weitervermittelt. Typische Beispiele sind Rezeptoren fiir
Katecholamine, Gonadotropin, Parathormon, Glucagon, TNF, CSF, PDGF oder spezialisierte

Sinneszellen (Geruchsstoffe, Licht).
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Diese Rezeptoren sind integrale Membranproteine, die mit sieben hydrophoben transmembraniren
Helices die Plasmamembran durchdringen (daher auch ,,heptahelicale Rezeptoren®), wihrend ihr N-
Terminus extrazelluldr liegt und sich an der Ligandenbindung beteiligt. Der C-Terminus interagiert
intrazelluldr meist mit heterotrimeren, Guanin-Nukleotid-bindenden Proteinen (G-Proteine) (26).

Fiir die Liganden-Spezifitit sind im Falle des TRH-Rezeptors neben dem N-Terminus auch die
variablen, die transmembranéren Helices verbindenden extrazelluldren Schleifen entscheidend (4)
(Abbildung 3).

Bei Bindung des Liganden kommt es zu einer Konformationsédnderung des Rezeptors, so dass
funktionell entscheidende Aminosduresequenzen ins Zytoplasma verlagert werden, die dann G-
Proteine aktivieren, weswegen entsprechende Rezeptoren auch als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

(G Protein coupled receptors, GPCR) bezeichnet werden.

Abbildung 3: Aufbau heptahelicaler Rezeptoren am Beispiel von Rhodopsin, modifiziert nach
Cabrera-Vera et al. (8)

G-Proteine liegen im Ruhezustand als membrangebundenes Heterotrimer in unmittelbarer Nidhe eines
membrangebundenen Rezeptors vor. Unterschieden werden eine a-, eine - und eine y-Untereinheit,
wobei B und y (auBer PBs, s. u.) nur durch Denaturierung getrennt werden koénnen und daher ein
funktionelles Monomer bilden.

Die groffte Untereinheit o bindet an den Rezeptor und besitzt eine Bindungstasche fiir Guanin-
Nukleotide. Im inaktiven Zustand ist dort Guanosindiphosphat (GDP) gebunden, nach Aktivierung
des Rezeptors durch seinen Liganden begiinstigt eine durch den Rezeptor induzierte, innerhalb der a-
Untereinheit fortgeleitete Konformationsdnderung die Freigabe des GDP und Bindung von
Guanosintriphosphat (GTP), das gebunden bleibt, bis die intrinsische GTPase-Aktivitit der o-

Untereinheit es zu GDP hydrolysiert, was den inaktiven Zustand wieder herstellt.
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Abbildung 4 veranschaulicht die Ligandenaktivierung des Rezeptors mit seinem gebundenen,
inaktiven G-Protein (aGDPPy-Heterotrimer), gefolgt von der Ablosung des GDP, Aufnahme von
GTP und damit Aktivierung des G-Proteins. Nach Ablosung des G-Proteins vom Rezeptor und
Trennung von GTPa-Untereinheit und By-Einheit erhalten diese so lange Gelegenheit zur Interaktion
mit ihren Effektoren, bis die intrinsische GTPase-Aktivitit der a-Untereinheit als Zeitgeber die
Aktivierung beendet. Das GDPa verbindet sich wieder mit By, das Heterotrimer bindet wieder an den

Rezeptor, und der Aktivierungszyklus kann erneut beginnen.

i H
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Abbildung 4: Aktivierungszyklus der G-Proteine, modifiziert nach Birnbaumer et al. (4) und
Cabrera-Vera et al. (8)

Geschwindigkeitsbestimmender Schritt im Aktivierungszyklus ist die Abgabe des GDP, deren
Geschwindigkeit sich zwischen verschiedenen Familien der a-Untereinheiten unterscheidet.

Bisher wurden 16 Gene identifiziert, die fiir die 39-50 kDa schweren o-Untereinheiten kodieren und
aus denen sich durch Spleilvarianten mehr als 20 Genprodukte ergeben (4). Nach ihren bevorzugten
Effektoren, ihrer Effektorwirkung und ihrem Vorkommen (Spezialisierungen wie olfaktorisches
Epithel oder Photorezeptoren) werden vier Familien unterschieden (Gaij, Gas, Gogi1, Goiziz). Eine

Ubersicht iiber deren Subtypen und Effektorwirkungen gibt Tabelle 5.
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Tabelle 5: Familien, Subtypen und Effektoren der G-Protein o-Untereinheit, modifiziert nach
Cabrera-Vera et al. (8)

Familie Subtyp Effektoren
G Gas(s) T Adenylatcyclase
Gasw) 1Tubulin-GTPase
1Src-Tyrosinkinase—MAPK
G olf ?Adenylatcyclase
G; Gui 1 JAdenylatcyclase
Gyi2 Rap 1 GAP (GTPase aktivierendes Protein)
Guis GRIN 1+2
Goo a 1 Tubulin-GTPase
Goos 1Src
Gy Ca’'- und K'-Kanile
Got1 1¢GMP-PDE
G2
Gy
Gq Gugq TPhospholipase C-8
Gt 1Btk (Bruton's Tyrosinkinase)
Gia
GalS/ 16
G Gan2 TNHE-1
TPhospholipase D
Gz 1p115RhoGEF (RGS-Protein)

T11INOS (NO-Synthetase)

(1 = “aktiviert”, | = “inhibiert”)

Der Go-C-Terminus ist fiir die Rezeptorbindung mit verantwortlich: ADP-Ribosylierung des vierten

Aminosdure-Restes durch das Toxin von Bordetella pertussis (PTX) entkoppelt Gj,-Proteine von

ihrem Rezeptor, diese Familie wird daher als PTX-sensitiv bezeichnet (8).

GB-Proteine haben ein Molekulargewicht um 35 kDa, die Gy-Proteine sind mit 6 bis 10kDa
bedeutend kleiner (4).
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Von den 5 GB-Genen zeigen Gf; bis G4 >80% Sequenzhomologie und werden ubiquitdr exprimiert
(20). GBs ist vor allem im ZNS exprimiert und weist nur 50% Sequenzhomologie auf; auffillig ist
ein langerer N-Terminus. GfBs widerspricht der Regel, dass - und 7y-Untereinheit funktionell
untrennbar sind, da es in vivo auch allein, in geldster Form, an Regulatorproteine gebunden

vorkommt und auch ohne y-Untereinheit eine eigene Effektorwirkung besitzt (8).

GB-Proteine besitzen eine typische Propellerstruktur, die sich aus sieben repetitiven, phylogenetisch
hochkonservierten Aminosdure-Sequenzen von je ca. 43 Aminosduren ergibt: Nach einer Reihe
variabler Aminosdure-Reste unterschiedlicher Linge zeigt sich ein von Glycin-Histidin (GH) und
Tryptophan-Asparaginsdure (WD) umrahmter ,,conserved core* konstanter Linge. Propellerproteine
mit diesem Aufbau werden daher auch als WD40-Proteine bezeichnet und enthalten zwischen vier

und zehn solcher Repeats (55).

Jedes Propellerblatt besteht aus einem vierstrangigen, antiparallelen B-Faltblatt. Die konservierte
Struktur des GP-Propellers deutet auf funktionelle Spezialisierungen der Propellerblitter hin.
Entsprechend sollen die Blitter 1 und 2 zur Go-Bindung dienen, 5 bis 7 sowie 1 als breite
Kontaktfliche zu Gy (einschlieflich der y-Selektivitdt), wihrend weitere Kontaktstellen mit dem

Rezeptor selbst oder der N-terminalen a-Helix der a-Untereinheit interagieren (55).

Das N-terminale Ende von Gf bildet als a-Helix ein ,,coiled coil” mit der N-terminalen Helix von
Gy. Die y-Untereinheit lagert sich der Unterseite von G} langstreckig an, die N-Termini sind in
nicht-denaturiertem Zustand fest miteinander verbunden. Struktur und Membranorientierung eines

G-Protein-Heterotrimers zeigt Abbildung 5.
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Abbildung 5: Struktur und Membranorientierung von heterotrimeren G-Proteinen (am Beispiel von

Gy), modifiziert nach Cabrera-Vera et al. (8)

Fiir die Effektorwirkung des PBy-Dimers entscheidend ist die Kombination der Untereinheiten. Das
funktionelle Monomer Gy iibt eine Vielfalt von Effektorwirkungen aus, die gegeniiber denjenigen
des zugehorigen Ga-Proteins neutral, verstirkend oder auch antagonistisch sein konnen. Tabelle 6

gibt eine Ubersicht hieriiber.

Tabelle 6: Effektoren und Wirkungen der GBy-Untereinheit, modifiziert nach Cabrera-Vera (8)

Effektor Wirkung von Gy

Phospholipase 3

Adenylatcyclase I

Adenylatcyclase II, IV, VII

K -Kanile (GIRK 1,2,4)

—| o o «—| >

Ca*"-Kanile

G Protein Rezeptor Kinase Rekrutierung zur Membran

(Fortsetzung nichste Seite)
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(Fortsetzung von Tabelle 6)

Effektor Wirkung von Gy
IP;-Kinase i

Bruton's Tyrosinkinase 1

Tsk Tyrosinkinase 1

Proteinkinase D

Calmodulin Inhibition der Calmodulinkinase
Tubulin Verstarkte GTPase-Aktivitat
Dynamin I Verstarkte GTPase-Aktivitat
Raf-1 Proteinkinase Sequestration von GBy
KSR-1 Sequestration von Gy

1.2.2 Der Gf; C825T-Polymorphismus

1.2.2.1 Beschreibung und Auswirkungen des Polymorphismus

Die dritte Isoform der GB-Untereinheiten, Gf;, wurde 1990 von Levine et al. identifiziert (38). Das
340 AS (cDNA: 1023 bp)-Peptid besitzt ein Molekulargewicht von 37.221 Da.

1998 beschrieben Siffert et al. einen Single-Nucleotid Polymorphismus des fiir die Gf;-Untereinheit
kodierenden Gens, der zu einem verkiirzten Genprodukt fiihrt: In Zellkulturen hypertensiver
Probanden mit Merkmalen verstérkter intrazelluldrer Signaltransduktion wurde durch RT-PCR ein
Basenaustausch von Cytosin gegen Thymin an Position 825 der cDNA identifiziert (85). Obwohl es
sich aufgrund des degenerierten Codes um eine sinngleiche Aminosdure-Kodierung handelt
(TCC=TCT=Serin), tritt bei Polymorphismus-Triagern ein zusétzliches, um 123 Basenpaare
verkiirztes PCR-Produkt auf, GNB3-s. Der Dimorphismus in Exon 10 begiinstigt, vermutlich durch
Konformationsianderungen der pra-mRNA, das alternative Splicing in Exon 9, so dass es zur

Deletion der Nukleotide 498 bis 620 kommt (Abbildungen 6 und 8).

Dem verkiirzten Genprodukt Gf;-s fehlen 41 Aminosduren, entsprechend den letzten 4 AS des
dritten WD-Repeats sowie des gesamten vierten WD-Repeats bis auf die letzten 5 AS (85)
(Abbildung 7).
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Da Propellerstrukturen mit unterschiedlicher Anzahl an WD-Repeats vorkommen (55) und ihre
Faltung gegen Mutationen sehr robust ist (19), wird angenommen, dass Gf;-s trotz der Verkiirzung

die typische Propellerform eingehen kann (31).

Das T-Allel des C825T-Polymorphismus ist mit dem Auftreten von Gf;-s (als RT-PCR-Produkt) und
mit einem zelluldren Phinotyp vermehrter intrazelluldrer Signaltransduktion assoziiert (70, 85) (siche
auch Kapitel 1.2.2.3). Ob dieser ,gain of function“ in der Signaltransduktion durch eine
funktionsverbessernde Eigenschaft des verkiirzten Proteins selbst oder, im Gegenteil, durch eine
Abnahme funktionierender Gf;-Untereinheiten bei Trigern des T-Allels zustande kommt, ist zur Zeit

noch umstritten (73, 88).

Abbildung 6: Interaktionsstellen von GB- und Ga-Untereinheit, die zur Trimerisierung bzw. zur
Aktivierung der Ga-Untereinheit (GDP-GTP-Austausch) wichtig sind (entnommen aus (31))
Ga: (rosa) ,,Lippe®, die GDP festhilt; GB: (rosa) in GBs-s deletierter Bereich

Abbildung 7: Schematische Darstellung der von der Deletion betroffenen Propellerstruktur, adaptiert
nach Rosskopf et al. (71)
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1 2 34 56 7 8 9 10 11
C825T

Abbildung 8: Exons von GNB3 mit Deletion in Exon 9 (grau); der Polymorphismus selbst liegt vom
betroffenen Deletionsgebiet weit entfernt in Exon 10 (nach Rosskopf et al. (71))

1.2.2.2 Verbreitung des Polymorphismus

Die hochsten Allelfrequenzen des C825T-Polymorphismus finden sich bei Schwarzafrikanern aus
Zimbabwe und Stidafrika (81,4 bis 84,1%), mittlere Allelfrequenzen bei Chinesen (47,7%) und die
niedrigsten in der deutschen Bevolkerung (31,9%) (86). Populationsspezifische Studien bestdtigen
eine Allelfrequenz von etwa 30% bei Kaukasiern (65, 87), 49 bis 52% bei Japanern (33), 74 bis 79%
bei Afrikanern (16) und etwa 50% bei kanadischen Inuit (28).

1.2.2.3 Assoziationen des C825T-Polymorphismus mit Erkrankungen und Risiko-
faktoren der KHK

Der GNB C825T-Polymorphismus zeigt verschiedene Eigenschaften, die ihn zum Kandidaten eines
genetischen Risikofaktors der KHK machen.

Wihrend fiir viele Polymorphismen epidemiologisch Assoziationen mit KHK oder deren
Risikofaktoren gezeigt werden konnen, fehlt diesen in den meisten Féllen ein intermediérer
Phénotyp.

Der C825T-Polymorphismus dagegen ist mit einem Phénotyp verstirkter intrazellulédrer
Signaltransduktion assoziiert: Ein mit ihm verbundenes Merkmal ist die verstirkte Aktivitit des
Natrium-Protonen-Antiporters (NHE-1) (79). Eine verstirkte Aktivitit des NHE-1 bei arteriellem
Hypertonus war seit lingerem beobachtet worden (69), welche bei gleicher Antiporter-Zahl mit
vermehrter Phosphorylierung einhergeht (57). Das den NHE-1 kodierende Gen (APNH) selbst war
bereits frither durch Kopplungsanalyse als Kandidatengen fiir arterielle Hypertonie ausgeschlossen
worden (39). In der glatten GefaBmuskulatur spontan hypertensiver Ratten ist die vermehrte

Turnover-Aktivitdit des NHE unter der Kontrolle der By-Untereinheiten von G-Proteinen (62).
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Entsprechend zeigte sich bei Identifizierung des GNB3 C825T-Polymorphismus in Zellkulturen
hypertensiver Patienten, dass die zelluliren Phinotypen verstiarkter NHE-1-Aktivitdt und vermehrter
G-Protein-Aktivierung fast ausschlieBlich bei Tragern des T-Allels zu beobachten sind (85). Infolge
der vermehrten Aktivierung von Gi-Proteinen treten Verdnderungen verschiedenster zellulédrer
Funktionen auf, betreffend z.B. die Zellproliferation (84), Thrombozytenaggregation (52),
Immunantwort (41, 95) und Membranpotentiale (15).

Auf zelluldrer Ebene gewonnene Erkenntnisse konnten in Hypothesen umgesetzt werden, die durch
klinische Studien Bestitigung fanden: z.B. der Nachweis einer Assoziation des TT-Genotyps mit
reduziertem Risiko von Vorhofflimmern (77) aufgrund vermehrter Inward-Rectifier Aktivitét (15);
oder eine wegen des verdanderten Proliferationsverhaltens frithere urologische Tumorprogression
(17). Dartiber hinaus ist der C825T-Polymorphismus ein pharmakogenetischer Marker, der

zunehmende Bedeutung in der Wirkweise von Medikamenten erlangt (vgl. z.B. (48, 58)).

Besonders deutlich wird der C825T-Polymorphismus mit verschiedenen Risikofaktoren der KHK in
Verbindung gebracht: Das Vorkommen arterieller Hypertonie wird bei Tragern des T-Allels gehduft
gefunden (3, 16, 29, 79, 85), auch wenn dies nicht in allen Populationen, wie z. B. bei Asiaten,
bestdtigt werden kann (33). Patienten mit 825T-Allel zeigen bei leichter Hypertonie ein rascheres
Fortschreiten der Erkrankung und vermehrte Behandlungsbediirftigkeit (75). Pathogenetisch konnte
dabei eine vermehrte arterielle GetfdBsteifigkeit eine Rolle spielen (60).

Auch ein indirekter Zusammenhang von Hypertonie und Genotyp durch eine Erhoéhung der
Adipositas-Wahrscheinlichkeit bei Polymorphismustridgern wird diskutiert: Ein erhdhter Body-Mass-
Index wird vor allem unter den Erndhrungsgewohnheiten westlicher Industrienationen und bei
korperlicher Inaktivitdt in Assoziation mit dem T-Allel gefunden (86, 87). In der Gruppe der
Ubergewichtigen konnte wiederum in verschiedenen Ethnien die Assoziation des Polymorphismus

mit Hypertonie bestitigt werden (36, 86, 87).

Uber ein erhdhtes Risiko fortgeschrittener Carotis-Atherosklerose (97) und ischimischen
Schlaganfalls bei Weillen (49) durch den CT/TT-Genotyp wird berichtet. Carotisstenose und KHK

sind im Krankengut stark miteinander assoziiert (37).

Bei Hypertonie-Patienten ist das T-Allel in mehreren Studien mit echokardiographisch diagnosti-
zierter linksventrikuldrer Hypertrophie assoziiert (65, 81). Erhohte LV-Masse konnte aber vor allem

in frithen Erkrankungsstadien nicht immer bestitigt werden (99). Unabhéngig von strukturellen
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Veridnderungen oder Storungen der systolischen LV-Funktion zeigen hypertensive Triager des T-
Allels diastolische Relaxationsstorungen (32); in einem rezessiven Modell sind davon nicht nur

hypertensive Eltern, sondern auch deren Nachkommen des TT-Genotyps betroffen (61).

Fiir Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 scheint eine geringe Risikoerhohung fiir Trager des
T-Allels zu bestehen (72, 97), die allerdings nicht in allen Populationen zu bestitigen ist (46). Ein
wesentlicher Zusammenhang mit Parametern des Glucosestoffwechsels wurde bisher nicht gefunden

(59, 74).

Aufgrund seines ubiquitdren Vorkommens stellt GB;-s aulerdem einen komplexen Einflussfaktor fiir
die GefiBregulation dar. Auf Endothelin-1, Angiotensin II und Noradrenalin reagieren Tréger des T-
Allels mit stirkerer Verminderung der Haut-Mikrozirkulation (98), wahrend die Venodilatation auf
Nitroglycerin verstiarkt ist (48). Nach intrakoronarer Gabe von o,-Sympathomimetika zeigen
atherosklerotische Koronarabschnitte eine Vasokonstriktion (1), die bei Trigern des T-Allels

besonders ausgeprigt ist und haufiger mit klinischen Ischdmiezeichen einhergeht (2).

Wenig erstaunlich erscheint daher, dass Triager des 825T-Allels in einer Population von
Koronarangiographie-Patienten {iberreprdsentiert sind, eine Gen-Dosis-Wirkung beziiglich der
Schwere der Erkrankung konnte nachgewiesen werden (96). Studien an Infarktpatienten zeigen keine
signifikante Assoziation des Gf; C825T-Polymorphismus allein mit dem Auftreten von
Myokardinfarkten (5, 29), wohl aber fiir die Kombination des 825T-Allels mit dem ACE D-Allel
(53).

Eine deutliche Assoziation des 825T-Allels mit Risikofaktoren und manifesten kardiovaskuldren
Erkrankungen einerseits und gefdBregulierenden Mechanismen andererseits machen diesen GNB3-
Polymorphismus zu einem potentiellen genetischen Risikofaktor der KHK.

Bei gesunden Probanden mit T-Allel ist aullerdem eine verstirkte orthostatische
Sympathikusaktivierung zu beobachten (45), was Unterschiede der Genotypen bei der Anpassung an

korperliche Belastung moglich erscheinen lésst.
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1.3 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es festzustellen, ob Triager des G; C825T-Polymorphismus, die sich unter dem
Verdacht einer KHK einem Fahrrad-Belastungs-EKG  unterziehen, Unterschiede in
Belastungsverlauf und -befund zeigen. Insbesondere soll untersucht werden, ob unter physiologischer
Belastung vermehrt klinische Beschwerden oder Ischimiehinweise im EKG zu beobachten sind und
ob dieser Genotyp hinsichtlich der hdmodynamischen Anpassung an Belastung, wie z.B. der

Blutdruckregulation, Besonderheiten zeigt.
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2 Methoden
2.1 Patientenkollektiv
2.1.1 Auswahl und Beschreibung der Population

In die vorliegende Untersuchung wurden Patienten eingeschlossen, die sich mit akuten thorakalen
Schmerzen in der Notaufnahme des Universitéitsklinikums Essen vorstellten.

Nach Ausschluss eines akuten ischdmischen Ereignisses erfolgte die kardiologische Diagnostik zur
Abkldrung einer koronaren Herzkrankheit. Es wurden nur Patienten in dieser Untersuchung
beriicksichtigt, bei denen im Verlauf der kardiologischen Abkldarung ein Belastungs-EKG
durchgefiihrt wurde. Patienten mit Myokardinfarkt oder koronarer Intervention in der Vorgeschichte
wurden ausgeschlossen.

Bei den eingeschlossenen Patienten wurde eine Genotypisierung beziiglich des Gp; C825T-

Polymorphismus durchgefiihrt.

Nach den Auswahlkriterien ergab sich zunédchst eine Stichprobe von 104 Patienten. Davon wurden 9
nachtriaglich ausgeschlossen, weil acht Patienten ein Blockbild im Ruhe-EKG zeigten und ein Patient
unter Belastung einen bifaszikuldiren Block entwickelte. Die Daten der nachtriglich

ausgeschlossenen Patienten werden in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Das verbleibende Kollektiv von 95 Patienten setzte sich aus 83 Minnern und 12 Frauen zusammen,
das durchschnittliche Alter lag bei 59 Jahren. 41 Patienten hatten den Genotyp CC, 46 waren
heterozygot (CT) und 8 Patienten waren fiir das T-Allel homozygot (TT) (Tabelle 8).
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Tabelle 7: Nachtrdglich ausgeschlossene Patienten

Patient Nr. Geschlecht Alter Genotyp Ausschlussgrund
4 ménnlich 751. CC LSB in Ruhe
27 weiblich 64 J. CC LSB in Ruhe
28 mannlich 711J. CcC LSB in Ruhe
46 maéannlich 76 1. CcC LAH + unter Belastung neu
aufgetretener RSB
63 ménnlich 611J. CT LSB in Ruhe
79 ménnlich 811J. CC LSB in Ruhe
86 weiblich 66 J. TT LSB in Ruhe
91 ménnlich 66 J. CT LSB in Ruhe
102 ménnlich 68 J. CT LSB in Ruhe

Linksschenkelblock im Ruhe EKG

4xCC, 3xCT, IXTT

Neu aufgetretener bifaszikuldrer Block 1xCC
Tabelle 8: Charakteristika des Patientenkollektivs
Geschlecht
ménnl. weibl. Gesamt
Alter bei Untersuchung | Mittelwert 59,22 60,44 59,37
Standardabweichung 8,75 11,56 9,08
GNB Genotyp CcC Anzahl 36 5 41
% 43,4% 41,7% 43,2%
CT Anzahl 40 6 46
% 48,2% 50,0% 48,4%
TT Anzahl 7 1 8
% 8,4% 8,3% 8,4%
Gesamt Anzahl 83 12 95
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2.1.2 Patientencharakteristika

Neben Genotypisierung und Belastungsuntersuchung erfolgten bei jedem Patienten eine korperliche
Untersuchung, Anamneseerhebung und Erfragung der kardiovaskuldren Risikofaktoren. Korpergrofle
und Korpergewicht wurden ohne Schuhe in leichter Kleidung bestimmt.

Bei der Medikamentenanamnese wurde die Einnahme von Betarezeptorenblockern wegen deren
besonderer Bedeutung fiir die Ergometrie separat von anderen, typischen antihypertensiven
Medikamenten erfasst. Bei allen Medikamentenangaben wurde die Substanzklasse dokumentiert,
wegen der Vielzahl an Moglichkeiten konnte aber nicht zwischen einzelnen Medikamenten oder

eingenommener Dosis differenziert werden.

An Risikofaktoren wurde insbesondere nach positiver Familienanamnese, d. h. kardialen Ereignissen
bei Verwandten 1. Grades vor deren 60. Lebensjahr und nach bekanntem Diabetes mellitus beim

Patienten gefragt.

Aus den Routineblutentnahmen wurden Elektrolytwerte und Cholesterinwerte bestimmt. Probanden
mit Elektrolytwerten auBler der Norm sollten von der Belastungsuntersuchung ausgeschlossen

werden, dies war aber bei keinem Patienten erforderlich.

Aus Korpergewicht und —groBBe wurde nach der Formel BMI = Kérpergewicht [kg]/(Korpergrofie
[m])? der Body-Mass-Index errechnet. Dieser wurde zusitzlich in drei Gruppen klassiert,
entsprechend der Merkmale ,,normgewichtig® (BMI<25kg/m?), ,.iibergewichtig® (BMI 25 bis 27
kg/m?) und ,,adipos* (BMI>27kg/m?) (86).

2.2 Genotypisierung

Die Probengewinnung wurde gleichzeitig mit einer klinikiiblichen Laborkontrolle durchgefiihrt, die
so erhaltenen EDTA-Blutproben wurden mit dem Einverstindnis der Patienten der Genotypisierung
beziiglich des GB;-C825T-Polymorphismus unterzogen.

Dazu wurde das urspriingliche, 1998 von Siffert et al. beschriebene Verfahren verwendet (85): Die
DNA-Extraktion erfolgte nach Standard-Methoden (47). Die verwendeten Primer waren 5’-
TGACCCACTTGCCACCCGTGC-3’ (sense) und 5’-GCAGCAGCCAGGGCTGGC-3’ (antisense).
Die PCR startete mit Denaturierung bei 94°C fiir 5 Minuten, gefolgt von 35 Zyklen (1 Minute



Methoden 33

Denaturierung bei 94°C, Annealing bei 60°C fiir 45 Sekunden, Extension bei 72°C fiir 1 Minute) und
einer abschlieBenden Extension bei 72°C {iber 7 Minuten. Nach Restriktion durch BseDI (Fermentas)
wurden die PCR-Produkte auf 2,5%igem Agarosegel aufgetrennt und nach Behandlung mit
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die komplette Restriktion (CC-Genotyp) ergab
Banden von 116 bp und 152 bp Grof3e, das ungespaltene Produkt (TT-Genotyp) war 268 bp groB3.

Zum Zeitpunkt der Belastungsuntersuchung waren die Ergebnisse der Genotypisierung nicht

bekannt.
23 Belastungs-EKG
2.3.1 Indikationsstellung

Die Durchfithrung des Belastungs-EKG erfolgte nach den ,,Leitlinien zur Ergometrie* der Deutschen
Gesellschaft fiir Kardiologie (94) sowie den ACC/AHA Leitlinien (21, 22).

Die Indikation zur Belastungsuntersuchung wurde in unserer Stichprobe aufgrund der zur Aufnahme
fiihrenden Symptomatik gestellt, das hei3t gemi Klasse I der ACC/AHA Leitlinien (22), Verdacht
auf koronare Herzkrankheit oder Verdnderung des klinischen Bildes. Der die Indikation stellende

Arzt war vom Untersucher unabhéngig.

2.3.2 Patientenvorbereitung

Die Patienten wurden gebeten, etwa drei Stunden vor Testdurchfiihrung nicht mehr zu essen oder zu
rauchen.

Hinsichtlich der Medikamenteneinnahme war eine Abwagung erforderlich. B-Blocker verhindern oft
das Erreichen der Ausbelastungsherzfrequenz oder konnen, ebenso wie Calcium-Antagonisten oder
Nitrate, das Testresultat verfalschen, indem sie die symptomfreie Belastungsschwelle erhohen. Daher
sollten sie in der Regel mindestens 48 Stunden vor der Belastungsuntersuchung abgesetzt werden
(22). Digitalisinduzierte ST-Streckensenkungen konnen nach Absetzen des Medikaments noch zwei
Wochen persistieren (18).

Da die Patienten unserer Stichprobe wegen akuter Beschwerden zur Aufnahme kamen, wurden sie
unter Fortfilhrung ihrer medikamentdsen Therapie getestet. Dies ist trotz diagnostischer Nachteile in
der klinischen Praxis ein iibliches Vorgehen, um vermehrte Risiken durch erneute klinische

Verschlechterung fiir die Patienten zu vermeiden (18).
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Eine kurze Anamnese schloss unmittelbar vor Beginn der Untersuchung akute gesundheitliche
Beschwerden aus. Von jedem Patienten wurden vor Durchfiihrung der Belastung das Ruhe-EKG,
Ausgangsherzfrequenz und Ruheblutdruck tiberpriift. Die Blutdruckmessung erfolgte durch iibliche
Sphygmomanometrie am rechten Oberarm, der Ruhewert wurde nach 5 Minuten Ruhe im Liegen

ermittelt.

Bei der Elektrodenanbringung wurden zur Reduktion von Bewegungsartefakten die
Extremititenelektroden auf Schultern und Unterbauch verlagert Dieses ,,Torso“-EKG verzerrt im
Unterschied zum konventionellen Ruhe-EKG die Befunde durch eine Rechtsdrehung der Herzachse
mit erhohter Spannung in den inferioren Ableitungen, was zur fehlenden Darstellung von Q-Zacken

nach inferiorem Infarkt fiihren kann (18). Abbildung 9 skizziert die typischen Elektrodenpositionen.
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irlercoslal space
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e -_R]__. -
The: right lead und e t e head shoud be
sl':-.lguba Bead m e I:?'I]M sl below the umbdicus

Abbildung 9: Positionierung der EKG-Elektroden am Torso, entnommen aus Fletcher et al. (18)



Methoden 35

233 Durchfiihrung der Belastungsuntersuchung

Eingesetzt wurde ein drehzahlunabhingiges Fahrradergometer, der leicht bekleidete Patient befand
sich bei angenehmer Raumtemperatur in halb liegender Kdrperposition.

Die Belastungsstufen folgten dem klinikiiblichen Protokoll, entsprechend dem WHO-Schema mit
Beginn bei 50 bzw. 75 W je nach Trainingszustand und Steigerung um 25 W alle 2 Minuten (94).
Idealerweise sollte so eine Belastungsdauer von 6 bis 12 Minuten erreicht werden (22).

Ausbelastung wurde definiert als Erreichen von mindestens 85% der maximalen Herzfrequenz, die

berechnet wurde als 220 minus Lebensalter in Jahren (94).

Die Untersuchung wurde von einem erfahrenen Arzt iiberwacht. Wahrend der Be-
lastungsuntersuchung war die kontinuierliche EKG-Uberwachung am Monitor mdglich, ein
reprasentativer EKG-Ausdruck mit einer Papiergeschwindigkeit von 50mm/s erfolgte im
Minutenabstand. Die Herzfrequenz wurde aus dem EKG automatisch ermittelt, die Messung der

Blutdruckwerte wurde stufenbezogen vorgenommen.

Das Protokoll vermerkte eventuell auftretende Beschwerden des Patienten, pathologische EKG-
Befunde sowie den Grund des Belastungsabbruchs. Nach Ende der Belastung wurden die EKG-
Registrierungen und Messungen der Kreislaufparameter fiir eine Erholungsphase von drei Minuten
fortgesetzt. Nach weiterer klinischer Uberwachung des Patienten bis zur Wiederherstellung der vor

Belastung bestehenden Ruhewerte wurde die Untersuchung abgeschlossen.

234 Auswertung des Belastungs-EKG

Zur Gesamtbefundung wurden das Untersuchungsprotokoll, die repridsentativen EKG-Ausdrucke
sowie die automatischen ST-Strecken-Messungen fiir jede Belastungsstufe und jede Ruheminute
herangezogen. Zunichst wurde die vom EKG-Gerdt angegebene aktuelle Herzfrequenz fiir jede
Belastungsstufe kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Die vom Computer automatisch ge-
messenen Werte der ST-Streckenverdnderungen in den einzelnen Ableitungen wurden tberpriift.
Dazu wurde auf Korrektheit der Messmarkierungen und den Verlauf der gemessenen ST-Strecke
geachtet. Bei Betrachtung benachbarter Kammerendteile und weiterer Ableitungen mussten die
Messungen schliissig und repriasentativ erscheinen, im Zweifel wurde eine mdglichst exakte Messung

per Hand durchgefiihrt.



Methoden 36

Nur horizontal oder deszendierend verlaufende ST-Streckensenkungen wurden als auffillig

angesehen, rasch aszendierende Verlaufe wurden als Null gewertet. Bei in Ruhe vorbestehenden

geringen ST-Streckensenkungen wurde eine Verstirkung um mindestens 0,1 mV als auffillig

erachtet. Fiir Patienten, die unter Behandlung mit Digitalispriaparaten standen, wurden ST-

Streckensenkungen von 0,2 mV als Kriterium eines positiven Befundes angelegt (18). Eine

zusammenfassende Ubersicht der verwendeten Befundkriterien gibt Tabelle 9. Abbildung 10

demonstriert den Messpunkt und unterschiedliche ST-Streckenverldufe.

Tabelle 9: Kriterien eines positiven EKG-Befundes, modifiziert nach Trappe (94) und Fletcher (18)

Klin. Symptomatik: Belastungsabhdngige Angina pectoris (O=keine, 1=nicht belastungs-limitierend,

2=Abbruchgrund)

EKG-Befunde: Nicht

pathologisch

Pathologisch

ST-Senkungen <0,15 mV (in Relation zur
isoelektrischen PQ-Linie) mit aszendierendem
Streckenverlauf (>1mV/s)

horizontale oder deszendierende ST-Senkungen
>0,1mV 80ms nach dem J-Punkt

bei aszendierendem Streckenverlauf (>1mV/s) ST-
Senkungen >0,15 mV 80ms nach dem J-Punkt

bei im Ruhe-EKG vorbestehender ST-Senkung
Verstarkung um >0,ImV

bei Vorbehandlung mit Digitalisprdparaten horizontale
oder deszendierende ST-Senkungen >0,2mV 80ms

nach dem J-Punkt

[
/ / B 1 Sekunde :
Rl | !
f | Nulinie B
= T I m\is-
" | / II ‘ ' /\ Steigung
STl o L
! ; ST-MeBpunkt
J-Punkt  60-80 ms

Abbildung 10: Charakteristische ST-Strecken-Senkungen mit horizontalem Verlauf der ST-Strecke

(links) und mit aszendierendem Verlauf (rechts), adaptiert nach Trappe (94).
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2.3.5 Bestimmung von Leistungsparametern

Aus den Belastungsdaten waren fiir jeden Patienten die maximal erreichte Herzfrequenz und die
maximale Leistung in Watt ersichtlich, dazu musste mindestens die erste Minute der Belastungsstufe

absolviert worden sein, so dass die erforderlichen Messwerte zur Verfiigung standen.

Zusitzlich wurde bei unserer Untersuchung die Leistung der Patienten in Metabolische Aquivalente
(METs) umgewandelt. Dieser Wert bezeichnet ein Vervielfachtes der Sauerstoffaufnahme gegeniiber
Ruhebedingungen und ermoglicht die Vergleichbarkeit mit anderen Belastungsformen, was fiir die
Bestimmung des Duke-Scores (siche Abschnitt 2.3.6) erforderlich war.

Wir ermittelten die Maximalbelastung in METs aus maximaler Belastung in Watt und Kdrpergewicht
der Patienten anhand von geschlechtsspezifischen Tabellen (American College of Sports Medicine,
modifiziert nach Pina (64)), aufgrund der eingeschrinkten Wattzahl in der Tabelle fiir Frauen sollte

bei Uberschreiten dieser Wattzahl die allgemeine Tabelle angewendet werden (Tabellen 10 und 11).

Die bei einer vorgegebenen Herzfrequenz von 130/Minute erzielte Leistung pro Kilogramm
Korpergewicht wird vor allem als Leistungsparameter fiir Menschen in mittlerem und hoherem Alter
empfohlen (80, 94). Wir stellten dazu anhand der Belastungsdaten bei jedem Patienten die
Belastungsstufe fest, bei der er diese Herzfrequenz erreichte, und bezogen diesen Wert dann auf das

Korpergewicht.

Tabelle 10: Allgemeine MET-Level Umrechnungstabelle von Leistungsstufe und Kdorpergewicht,
zitiert nach Pina (64)

Leistung (W)
50 75 100 125 150 175 200

En 50 5,1 6,9 8,6 10,3 12,0 13,7 15,4
=1 60 4,3 5,7 7,1 8,6 10,0 11,4 12,9
% 70 3,7 4,9 6,1 7,3 8,6 9,8 11,0
g 80 3,2 3,8 4,8 5,7 6,7 7,6 8,6

-

Q 90 2,9 3,8 4,8 5,7 6,7 7,6 8,6

100 2,6 3,4 4,3 5,1 6,0 6,9 7,7
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Tabelle 11: MET-Level Umrechnungstabelle nach Wattzahl und Korpergewicht fiir Frauen, basie-

rend auf den Tabellen des American College of Sports Medicine, zitiert nach Pina (64)

Leistung (W)
10 | 20 | 30 | 40 | S0 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | 110 | 120 | 130
46 (33 3,6 |40 (44 |47 |51 |54 |57 |60 |63 6,6 6,8 7,1
50 (3,1 |34 |38 (41 [44 |47 |50 |53 [56 |59 6,1 6,3 6,6
55 (29 |33 |36 [39 |42 |44 |47 [50 |52 |55 5,7 5,9 6,1
|3 2,8 3,1 (34 |37 |39 |42 (45 [47 |49 |51 5,4 5,6 5,8
éo 64 | 2,7 3,0 |32 |35 |38 |40 |42 |45 [47 |49 5,1 ,53 5.4
E 68 (26 |29 |31 (34 |36 |38 |40 |42 (44 |46 4,8 5,0 5,2
%n 73 (25 |28 3,0 (32 [34 |37 |39 |41 (42 |44 4,6 4,8 4,9
)
.& 77 (24 12,7 |29 |31 [33 |35 |37 |39 [41 |42 4,4 4,6 4,7
'Q 8 (24 |26 |28 [30 |32 |34 |36 (37 [39 |41 4,2 4,4 4,5
8 (23 |25 (2,7 (29 |31 |33 |35 |36 (38 |39 4,1 4,2 4,3
91 (23 |25 (2,7 (28 |30 (3,2 |33 (35 |37 |38 3.9 4,1 4,2
9% (22 |24 |26 |28 [29 |31 |32 |34 (35 |37 3.8 3.9 4,1
100 122 |24 |25 |27 |29 |30 |32 |33 |34 |3,6 3,7 3.8 3.9
2.3.6 Ermittlung des Duke-Score

Mit Hilfe einer Umrechnungstabelle (siehe Kapitel 2.3.5) iibertrugen wir die in Watt gemessene
maximale Leistung abhingig von Geschlecht und Korpergewicht der Patienten in METs, so dass
unter Verwendung des in Abbildung 11 verkleinert dargestellten Standard-Nomogramms der Duke-

Score ermittelt werden konnte.

Hierzu wurden die belastungsinduzierte maximale ST-Strecken-Senkung und die Schwere der
belastungsinduzierten Angina pectoris auf der linken Seite des Nomogramms verbunden. Der
Kreuzungspunkt auf der Ischimie-Kennlinie wurde mit der Maximalbelastung in METs verbunden.
Es resultierte auf der Score-Skala eine prognostische Angabe, die die 5-Jahres-Uberlebensrate bzw.
die durchschnittliche jihrliche Mortalitit an kardialen Ereignissen darstellte. Fiir unsere weitere

statistische Auswertung verwendeten wir die 5-Jahres-Uberlebensrate als metrischen Wert.
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ST-sagmaent Prognosis Duration of
deviation Ischemia- Angna Average exercise
durning reading during S-year arnual
EXBrCise lirver exercise survival mortality MET Min
- = Mane 20 7 18
0 mm T 0.89 T 0.2% 1
0.98 + 0.4% 17 1 18

1 mm ‘l'

Imm 4
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Abbildung 11: Bestimmung des Duke-Scores am Nomogramm (adaptiert nach Fletcher (18) und
Mark (43)). Ein Anwendungsbeispiel ist eingetragen: Ein Patient mit einer maximalen ST-
Streckensenkung von 2mm (0,2mV), nicht-belastungslimitierender Angina pectoris und einer
Leistungskapazitdt von 7 METs hat demnach eine zu erwartende Mortalitdt pro Jahr von 4,5% oder

eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 0,775.

24 Statistische Auswertung

241 Datenerfassung und verwendete Software

Nach Erfassung der Daten in Papierform erfolgte die doppelt gepriifte Ubertragung in eine
Datenbank, die erste explorative Datenanalyse wurde mit SPSS (Version 13.0, Evaluierungsversion
fiir Windows) vorgenommen. Grafiken und auswertende Tabellen wurden ebenfalls mit SPSS
erstellt.

Alle statistischen Testverfahren wurden mit StatXact Version 4.0.1 (Cytel Software) durchgefiihrt.
Planung und Durchfiihrung der statistischen Auswertung erfolgten in Zusammenarbeit mit dem

Institut fiir Medizinische Informatik, Biometrie und Epidemiologie des Universititsklinikums Essen.
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2.4.2 Auswahl der statistischen Testverfahren

Da die meisten der erfassten Variablen nicht normalverteilt waren und/oder keine
Varianzenhomogenitit aufwiesen, waren die Voraussetzungen fiir eine Varianzanalyse nicht
gegeben.

Von den in Frage kommenden nichtparametrischen Tests wéhlten wir fiir metrische Variablen den
Jonckheere-Terpstra-Test fiir Trends, flir ordinalskalierte/dichotome Variablen den Cochran-
Armitage-Test. Der Ausdruck ,,Trend“ bezeichnet im Folgenden somit keinen ,,Trend zur
Signifikanz*, also keine Aussage liber den p-Wert, sondern einen gerichteten genetischen Effekt tiber
die Genotypen hinweg.

Wegen der fiir statistische Zwecke relativ geringen Patientenzahl, insbesondere der geringen Zahl
homozygoter Triger des T-Allels, wurden die exakten Testwerte durch Permutationstests (Monte-

Carlo-Methode) basierend auf einer Sample Size von 10.000 ermittelt.

24.2.1 Das Verfahren nach Jonckheere-Terpstra

Beziiglich mathematischer Darstellung des Testverfahrens flir geordnete Alternativen verweisen wir
auf entsprechende Literatur, z.B. Brunner 2002, S. 119ff. (6).

Der Vorteil der Jonckheere-Terpstra-Statistik gegeniiber der bekannteren, globalen Kruskal-Wallis-
Statistik ist die hohere Empfindlichkeit der J-T-Statistik fiir geordnete Alternativen, falls das
vermutete oder ein sehr dhnliches Muster von Alternativen vorliegt (vgl. (6), S.123).

Ubliche Statistik-Programme wie StatXact geben auch bei diesem Test einen zweiseitigen p-Wert
aus, obwohl dessen Angabe in der Regel wenig Sinn macht, da Tests fiir geordnete Alternativen
grundsitzlich einseitig zu verstehen sind und zweiseitige p-Werte kaum sinnvoll interpretiert werden
konnen (6). Aus diesem Grund haben wir stets die einseitigen, exakten p-Werte flir unsere

Untersuchungen iibernommen.

2.4.2.2 Das Verfahren von Cochran-Armitage

Fiir Informationen zur Test-Statistik sei hier ebenfalls auf mathematische Literatur verwiesen, z.B.
Neuhéduser 2002 (56).

Beim Verfahren von Cochran-Armitage handelt es sich um einen typischen Trendtest fiir Genotyp-
Verteilungen in Case-Control-Studien. Von uns wurde er in Bezug auf Fragestellungen verwendet,

die eine dichotome Aufteilung verlangten, z.B. Vorhandensein arterieller Hypertonie in den
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Auspragungen ja oder nein. Es wurden immer sowohl der asymptotische, als auch der exakte p-Wert
berechnet, da bei relativ geringer Homozygotenzahl exakte Tests bevorzugt werden sollten. Der
exakte Cochran-Armitage-Trendtest ist allerdings sehr konservativ, d.h. er verliert zugunsten einer
guten Kontrolle des Typ [-Fehlers an Power (56), so dass der zusétzlich angegebene asymptotische

p-Wert, der leicht antikonservativ ist, im Zweifelsfall (p=0,05) eine Orientierungshilfe bietet.
Auf die in der Literatur hiufig zu beobachtende Analyse nach Allelen, nicht nach Genotyp, haben
wir verzichtet, da die allelische Auswertung keinen Vorteil bietet, sondern im Gegenteil anfélliger ist

gegeniiber Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gesetz, so dass von ihrer Anwendung abgeraten
wird (76).

3 Ergebnisse

3.1.1 Uberpriifung des Hardy-Weinberg-Gesetzes in der Population

50+
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20+
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Abbildung 12: Beobachtete und erwartete Verteilung der Genotypen

Die Verteilung der Genotypen im Patientenkollektiv zeigte n(CC)=41, n(CT)=46, n(TT)=8, was
einer Allelfrequenz von f(T)~=0,33 entspricht.
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Unter der Annahme, dass die in der Stichprobe beobachtete Allelfrequenz von f(T)ggos=0,33 der
tatsdchlichen Allelfrequenz in dieser Population entspricht, wire die erwartete Verteilung der

Genotypen nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz wie folgt:

N(CC)=42,6 , N(CT)=42 , N(TT)=10,3

Unter der Annahme hingegen, dass der in der Literatur fiir die deutsche Bevdlkerung im
Durchschnitt angegebene Wert von f(T);r=0,30 der in der Grundgesamtheit eigentlich zutreffende

ist, ergibt sich die erwartete Verteilung von:

N(CC)=46,55 , N(CT)=39,90 , N(TT)=8,55

Da in dieser Untersuchung aufgrund der relativ geringen Stichprobengréfe nicht definitiv zu
entscheiden war, welche Allelfrequenz in einer Essener Population zutrifft, wurde ein y*-Test fiir
beide Allelfrequenzen berechnet. In beiden Tests zeigte sich keine signifikante Abweichung der
beobachteten von der erwarteten Genotypenverteilung (p=0,45 fiir f(T).1=0,30 und p=0,63 fiir
f(T)se0=0,33).

Die hohen p-Werte unterstiitzten fiir beide Fille die Annahme, dass die Population sich ausreichend

im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befand.

3.1.2 Privalenz konventioneller Risikofaktoren im Patientenkollektiv

Die konventionellen Risikofaktoren fortgeschrittenes Lebensalter, Hyperlipoproteindmie, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Rauchen und positive Familienanamnese waren in unserer Stichprobe
sehr verbreitet. Die meisten Patienten (46,3%) hatten drei konventionelle Risikofaktoren; kein
Patient hatte alle sechs genannten, aber auch keiner null Risikofaktoren (Abbildung 13). In der
Verteilung der Art der Risikofaktoren dhnelten sich die Genotypen, besonders fortgeschrittenes
Alter, Hyperlipoproteinidmie und Hypertonie waren stark vertreten (Abbildung 14).

Im Risikofaktor-Profil zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,444).
Auf geeignete, potentiell mit dem C825T-Polymorphismus assoziierte Risikofaktoren wird in den
folgenden Abschnitten separat eingegangen; eine genauere Aufschliisselung der Merkmale unserer

Stichprobe findet sich im Anhang (sieche Abschnitt 7.1, Ubersicht 1).
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Abbildung 13: Aufteilung der Stichprobe nach der Summe an konventionellen Risikofaktoren der

einzelnen Patienten
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Abbildung 14: Relativer Anteil der einzelnen konventionellen Risikofaktoren an der

Gesamtbelastung der jeweiligen Genotypen
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3.2 Assoziation des GNB3 C825T-Polymorphismus mit Risikofaktoren der KHK

3.2.1 Untersuchung fiir arterielle Hypertonie

Insgesamt 77,9% der Patienten unserer Stichprobe erfiillten die hier verwendete Definition der
arteriellen Hypertonie, d. h. sie hatten in Ruhe Blutdruckwerte von mindestens 140 mmHg
systolisch, 90 mmHg diastolisch, oder nahmen ein typisches antihypertensives Medikament bzw.
einen Betablocker ein. In der Medikamenteneinnahme unterschieden sich die Genotypen nicht
signifikant (vergleiche Abschnitt 3.3.2).

Der relative Anteil an Hypertonikern war mit 82,9% beim CC-Genotyp grof3er als bei CT mit 76,1%
und dort wiederum groBer als bei TT (62,5%) (Tabelle 12 und Abbildung 15). Diese Werte waren
jedoch nicht signifikant; der Test fiir eine Assoziation von Hypertonie und GNB3 erzielte p=0,3105.

Tabelle 12: Vorhandensein von arterieller Hypertonie, aufgeteilt nach Genotyp

Genotyp
CC CT TT Gesamt
art. Hypertonie nein  Anzahl 7 11 3 21
(RR>140/90 Zeilen% 33,3% 52,4% 14,3% 100,0%
oder Med.) Spalten% 17,1% 23,9% 37,5% 22,1%
ja Anzahl 34 35 5 74
Zeilen% 45,9% 47,3% 6,8% 100,0%
Spalten% 82,9% 76,1% 62,5% 77,9%
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®)
901 180{ ©
801 T
S 1601
701 ]E: e
60 £ 1401
50 1 _Lg) 120 1 L
401 % 100 © L
()
T
20 art. HT 801
10 i 60 1 J— [systolisch
0 M neir 40 [Mdiastolis ct
C'C Cil' 'I'r N= 41 4 46 46
cc cT
Genotyp

systolischen und diastolischen Ruhe-Blutdruckwerten in den Genotypen

Genotvp

Abbildung 15: Veranschaulichung des hohen Prozentsatzes an Hypertonikern sowie Lagemalle von
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Bei nédherer Betrachtung zeigte sich, dass der diastolische Ruheblutdruck der T-Alleltrdger
signifikant niedriger war (p=0,0195), es zeigte sich ein fallender Trend iiber die Genotypen hinweg
(Abbildung 15). Eine Assoziation des diastolischen Blutdruckwerts mit der Einnahme von
Antihypertensiva fand sich dabei nicht (p=0,2937), die mittleren systolischen und diastolischen
Ruheblutdruckwerte von Patienten mit antihypertensiver Medikation unterschieden sich nicht
signifikant von denen unbehandelter Patienten (Pgiastolisch=0,2937, siehe oben; pysioliscni=0,4713),
genaue Lagemale nennt Tabelle 13. Im Gegensatz zum diastolischen Ruhewert war der systolische
Blutdruck zwischen den Genotypen nicht verschieden (p=0,4759). Die Allelfrequenz f(T) betrug im
hypertensiven Anteil der Stichprobe 0,30, im normotensiven Anteil f(T)=0,36.

Tabelle 13: Lagemalle der Ruhe-Blutdruckwerte der Genotypen, aufgeteilt nach Einnahme von
Antihypertensiva (hier einschlieSlich Betablockern)

Genotyp Gesamt
CC CT TT
Antihypertensiva | Antihypertensiva | Antihypertensiva
nein ja nein ja nein ja
Systolischer | Mittelwert 137 137 137 136 134 139 137
Ruhewert Standard-
(mmHg) abweichung 20 18 19 18 3 13 18
Diastolischer | Mittelwert 86 87 84 83 79 79 84
Ruhewert Standard-
(mmHg) abweichung 10 9 10 8 8 16 10
3.2.2 Untersuchung fiir den Body-Mass-Index (BMI)

Im gesamten Patientenkollektiv waren 38,9% der Untersuchten normgewichtig (BMI<25kg/m?),
23,2% iibergewichtig (BMI>25 und <27kg/m?) und 37,9% adipos (BMI>27kg/m?).

Bei einem mittleren BMI der Stichprobe im iibergewichtigen Bereich (26,48 kg/m?) unterschieden
sich die Genotypen in ihren jeweiligen Mittelwerten kaum, ein Trend war nicht erkennbar
(p=0,4407). Auch nach Stratifizierung des BMI in ,,normgewichtig®, ,,libergewichtig” und ,,adip6s*
nach oben genannter Definition ergab sich keine signifikante Assoziation fiir die Zugehorigkeit der
Genotypen zu den einzelnen Klassen (p=0,4869) (Tabelle 14).

Abbildung 16 veranschaulicht die im Mittelwert fast gleiche Lage der Genotypen und stellt die

relative Verteilung der Gewichtsklassen je Genotyp dar.
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Abbildung 16: LagemaBle des Body-Mass-Index in den Genotypen, dargestellt als Boxplot, und

Verteilung von Normgewicht, Ubergewicht und Adipositas je Genotyp

Tabelle 14: Ubersicht der LagemaBe des Body-Mass Index sowie der Anzahl von Patienten in den

BMI-Klassen, unterschieden nach Genotyp

Genotyp
Gesamt
CC CT TT

BMI Mittelwert 26,68 26,26 26,65 26,48

Standardabw. 3,71 3,25 2,32 3,37
BMI- <25 16 19 1 36
Klasse

25-27 8 12 3 23

>27 17 15 4 36
3.2.3 Untersuchung fiir Diabetes mellitus

Bei 10 Patienten unserer Stichprobe war ein Diabetes mellitus Typ 2 vorbekannt. Zwei Patienten

hatten den Genotyp CC, sieben CT und ein Patient TT (Tabelle 15). Der heterozygote Genotyp war

deutlich starker reprisentiert (Abbildung 17), ein signifikantes Testergebnis resultierte daraus jedoch

nicht, p=0,1480.

[Cls=05, <=27kg/m2
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Abbildung 17: relativer Anteil an Typ 2-Diabetikern in den Genotypen

Tabelle 15: Anzahl an Typ 2-Diabetikern in den Genotypen

Diabetes mellitus Typ 2
nicht bekannt bekannt Gesamt
Genotyp CcC 39 2 41
CT 39 7 46
TT 7 1 8
Gesamt 85 10 95
3.24 Untersuchung fiir koronare Ereignisse in der Familienanamnese

Insgesamt berichteten 35 Patienten iiber eine familidre Belastung mit koronarer Herzkrankheit, d.h.
das Auftreten von Myokardinfarkten bei Verwandten 1. Grades vor deren 60. Lebensjahr. Die

Verteilung zwischen den Genotypen zeigt Tabelle 16.

Es ergab sich keine Assoziation des Genotyps der Patienten mit der erfragten Familienanamnese
(p=0,3272).

Tabelle 16: Verteilung (anamnestischer) familidrer KHK-Belastung zwischen den Genotypen

Genotyp
CC CT TT

Familienanamnese negativ 26 27

positiv 15 19
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33 Assoziation mit Ergebnissen des Belastungs-EKG

3.3.1 Verlauf der Ergometrie: Belastungsdaten

belastungslimit. AP
2,1%

Beinschmerzen

Ausbelastung 9,5%
25,3%

exzess. RR-Angtieg

6,3%

kard. Arrhythmie
1.1% Ermidung
kard. Ischamie 54.7%

1,1%

Abbildung 18: Verteilung der Abbruchgriinde in der Gesamtstichprobe

Eine Ubersicht der Griinde fiir den Belastungsabbruch in der Gesamtstichprobe gibt Abbildung 18.
Angina pectoris wurde wihrend der Belastung von flinf Patienten angegeben, war jedoch nur bei
zwei davon belastunglimitierend. Bei einem Patienten wurde die Belastung durch den Arzt wegen
deutlicher Ischdmiezeichen abgebrochen, bei einem Untersuchten wegen zunehmender kardialer
Arrhythmien, bei sechs Personen wegen exzessiven Blutdruckanstiegs, und bei 24 wegen
Ausbelastung. Die {librigen 61 Probanden brachen auf eigenen Wunsch wegen Beinbeschwerden oder
Ermiidung die Ergometrie ab (Tabelle 17, s. ndchste Seite).

Aufgrund der jeweils geringen Patientenzahl wurden Abbriiche wegen limitierender Angina pectoris,
Ischdmie, Arrhythmie und exzessiven Blutdruckanstiegs zur Auswertung zusammengefasst; es war
keine Assoziation zwischen diesen auBergewohnlichen Abbruchgriinden und dem Genotyp
nachweisbar (p=0,1480). Auch fiir ein Belastungsende bei Ausbelastung ergab der Trendtest einen
deutlich nicht signifikanten Wert (p=0,5207).
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Bei der Fahrradergometrie erreichten oder liberschritten 48 Patienten (entsprechend 50,53% der
Untersuchten) die submaximale Belastungsgrenze von 85% der maximalen Herzfrequenz. Der
durchschnittlich erreichte Anteil der erwarteten maximalen Herzfrequenz betrug 84%. Fiir diesen
Wert als Grad der Ausbelastung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (p=0,4617). Auch nach Aufteilung der Belastungen in Erreichen und Nichterreichen der
85%-Schwelle fand sich keine Assoziation zum Genotyp (p=0,3518).

Tabelle 17: Abbruchgriinde der Belastungsuntersuchung und ihre Verteilung auf die Genotypen

Genotyp
Gesamt
CC CT TT

Belastungslimitierende

. . 0 1 1 2
Angina pectoris
Beinschmerz 3 4 2 9
Ermiidung 25 25 2 52
Kardiale Ischimie 0 0 1 1
Kardiale Arrhythmie 1 0 0 1
Exze§s1ver Blutdruck- ’ 4 0 6
Anstieg
Ausbelastung 10 12 2 24

Fiir die Herzfrequenz ergab sich hinsichtlich des Ruhewerts, des Maximum unter Belastung und des
Drei-Minuten-Erholungswerts keine Assoziation zum Genotyp (p alle nicht signifikant).

Im Blutdruckverhalten zeigt sich der in Abschnitt 3.2.1 genannte signifikant erniedrigte diastolische
Ruhewert in Zusammenhang mit dem T-Allel; auch in der dritten Erholungsminute ist eine Tendenz
zur Signifikanz (p=0,071) in gleicher Richtung erkennbar. Ein signifikanter Trend in den
Blutdruckveridnderungen unter Belastung ist zwischen den Genotypen nicht zu verzeichnen.

Auf die Besonderheiten der Leistungsparameter wird in Abschnitt 3.3.3 gesondert eingegangen. Die

deskriptiven Statistiken des Belastungsverlaufs finden sich im Anhang (Abschnitt 7.1, Ubersicht 2).
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3.3.2 Einnahme von Medikamenten mit moglicher Beeinflussung des Belastungsverlaufs

In den Genotypen CC, CT, TT nahmen 22,0%, 23,9% bzw. 12,5% der Patienten eine
antihypertensive Medikation auller Betablockern ein (Tabelle 18 und Abbildung 19). Wegen ihrer
besonderen Bedeutung fiir die Ergometrie wurden Betablocker getrennt erfasst: 39,0%, 30,4% bzw.
50% der Patienten in den jeweiligen Genotypen befanden sich unter Behandlung mit Betablockern,
hierin unterschieden sich die Genotypen nicht signifikant (p=0,5436). Auch bei der Einnahme
sonstiger antihypertensiver Medikamente (d.h. Vorhandensein einer solchen Medikation) ergab sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,3698).
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Abbildung 19: Einnahme von sonstigen Antihypertensiva und Betablockern, verteilt nach Genotypen

Tabelle 18: prozentuale Verteilung der Einnahme antihypertensiver Medikamente, Betablocker sind

dabei gesondert aufgefiihrt

Betablocker

Sonstige Antihypertensiva Betablocker
Nein Ja Nein Ja
Anzahl | % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Genotyp CC |32 78,0% |9 22,0% |25 61,0% |16 39,0%
CT |35 76,1% |11 23,9% |32 69,6% | 14 30,4%
TT |7 87,5% |1 12,5% | 4 50,0% | 4 50,0%
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333 Assoziation mit Parametern der Leistungsfihigkeit

3.3.3.1 Maximalbelastung in Watt

Der Mittelwert der maximal erreichten Belastung in Watt betrug 147+34W fiir die gesamte
Stichprobe mit einer Aufteilung von im Mittel 156 W fiir CC, 140 W fiir CT und 138 W fiir TT (vgl.
Abschnitt 7.1, Ubersicht 2). Man erkennt auch in Abbildung 21 eine fallende Tendenz der
Maximalbelastung bei Vorhandensein eines oder zweier T-Allele.

Signifikante Unterschiede in Alter oder Geschlechterverteilung, die als Erkldrung nahe liegend
wiéren, bestehen zwischen den Genotypen nicht: Weder Alter (p=0,0897) noch
Geschlechterverhéltnis (p=0,5574) sind signifikant mit den Genotyp-Gruppen assoziiert. Der Trend
einer abnehmenden maximalen Belastbarkeit iiber die Genotypen erschien in Abbildung 20 auch bei
Aufschliisselung nach Patientengruppen mit und ohne Einnahme eines Betablockers deutlich:
Patienten unter Betablocker erreichten im Durchschnitt einen niedrigeren Belastungswert bei CC und
CT, die Werte fiir TT waren mit und ohne Betablockermedikation gleich.

Der mit dem T-Allel assoziierte fallende Trend war in der Gesamtpopulation und in der Untergruppe
ohne Betablocker stark signifikant (p=0,0139 bzw. 0,0178). In der Untergruppe mit Betablocker-
Medikation hatten Heterozygote zwar deutlich verminderte Belastungswerte, der Trend wurde aber
durch den TT-Genotyp durchbrochen (p=0,1602).

Es fand sich somit fiir die Gesamtstichprobe und fiir die Untergruppe der Patienten ohne
Betablocker-Medikation ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen der maximal erreichten

Belastungsstufe in Watt und dem Genotyp.
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Abbildung 20: Lagemalle der Maximalbelastung in Watt, nach Genotypen und Betablockereinnahme
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Abbildung 21 zeigt ein Streudiagramm, bei dem die Maximalbelastung in Relation zum Alter der
Patienten aufgetragen ist. Die Punktewolken der Genotypen sind durch verschiedene Symbole
dargestellt; unter Annahme eines linearen Zusammenhangs zwischen Leistung und Alter sind die
Regressionsgeraden eingezeichnet. Die Abbildung verdeutlicht die unterschiedliche Verteilung der
Werte zwischen den Genotypen; es ergeben sich deutlich getrennte, fast parallele Geraden der
Genotypen CC und CT.

Der Genotyp TT wird in Abbildung 21 nur durch 8 Punkte reprisentiert, was die Bestimmung der
Geraden erschwert, weshalb Abbildung 22 nur nach gepoolten Allelen, d. h. CC gegen CT/TT,

unterscheidet.
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Abbildung 21: Regressionsgeraden von Maximalbelastung und Alter getrennt nach Genotyp
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Abbildung 22: Regressionsgeraden reduziert auf gepoolte Allele (CC vs. CT/TT)

3.3.3.2 Physical Work Capacity (PWC 130)
333.2.A Leistung (Physical Work) bei vorgegebener Herzfrequenz

Die zur Berechnung der PWC130 (siehe Abschnitt C) ermittelte PW 130 stellt die Belastung in Watt
dar, bei der die einzelnen Patienten eine Herzfrequenz von 130/min hatten.

Die Gruppen erreichten jeweils im Mittel 154 (CC), 129 (CT) und 133 (TT) Watt (Abbildung 23); es
war eine hoch signifikante Assoziation des T-Allels mit der erreichten Leistung bei gegebener

Herzfrequenz erkennbar (p=0,0082).

In diesen Test gingen methodenbedingt nur die Patienten ein, die eine Herzfrequenz von mindestens
130/min erreichen konnten. Ein Teil der Patienten (n=34) war dazu nicht in der Lage, diese

Untergruppe wurde daher gesondert ausgewertet.
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Abbildung 23: Leistung bei einer Herzfrequenz von 130/min (PW 130), Gegeniiberstellung der

Genotypen im Boxplot sowie in Relation zum Alter als Streudiagramm

3.3.3.2.B Auswertung der Subpopulation, die eine Herzfrequenz unter 130/min erreichte

Die getrennte Auswertung derjenigen Patienten, die nicht die oben geforderte Herzfrequenz von
130/min erreichten, sollte Hypothesen {iber das Auftreten einer derartigen chronotropen Inkompetenz
testen. Mogliche Erkldrungen beinhalteten insbesondere die Einnahme von Betablockern, hoheres

Alter und einen eventuellen Einfluss des GNB3-Genotyps.

Bei der Auswertung der 34 Patienten zeigte sich, dass keine signifikante Assoziation zwischen dem
Polymorphismus und dem Vorhandensein chronotroper Inkompetenz bestand (p=0,4096), wohl aber,
wie vermutet, ein hochst signifikanter Zusammenhang zwischen chronotroper Inkompetenz und der

Einnahme von Betablockern (p<0,0001).

Die beiden Gruppen unterschieden sich auflerdem signifikant (p=0,0197) im Alter, die chronotrop
inkompetente Gruppe war im Mittel etwa sechs Jahre élter, das Durchschnittsalter betrug 61,81 Jahre

(£9,59) gegentiber 55,45 (£9,16) Jahren.

Bei der weiteren Auswertung innerhalb der Gruppe mit unzureichender Maximalfrequenz

unterschieden sich die Genotypen im Alter nicht signifikant (p=0,4686).
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Innerhalb dieser Untergruppe bestitigte sich der in Abschnitt 3.3.3.1 fiir die Gesamtstichprobe
beschriebene fallende Trend flir die Maximalbelastung bei T-Alleltragerstatus (p=0,0094).

Zusétzlich waren hier aber auch die maximale Belastungsherzfrequenz (p=0,0438) und die Leistung
in METs (p=0,0365) (vgl. Abschnitt 3.3.3.3) {iber die Genotyp-Gruppen signifikant verschieden
(Abbildungen 24 und 25). Diesem Effekt lag auch in dieser Subgruppe kein signifikanter Trend
beziiglich der Einnahme von Betablockern zugrunde (p=0,5090).

Bei den Patienten, die keine Herzfrequenz von 130/min erreichten, war mit dem T-Allel also nicht
nur eine verminderte Belastbarkeit in Watt assoziiert, sondern dariiber hinaus auch eine reduzierte

Leistung in METs und eine verminderte maximal erreichte Herzfrequenz.

Wurde chronotrope Inkompetenz dagegen in der Definition verwendet, dass nicht mindestens 85%
der altersgemill erwarteten maximalen Herzfrequenz erreicht werden konnten, so fanden sich
innerhalb der Subpopulation dieser nicht ausbelasteten Patienten zwischen den Genotypen nur
signifikante Unterschiede beziiglich der Maximalbelastung in Watt (p=0,0213). Wie in der
Gesamtstichprobe war das T-Allel bei den nicht ausbelasteten Patienten ebenfalls mit verminderter
maximaler Leistung assoziiert, fiir die maximale Herzfrequenz zeigte sich in dieser Subgruppe ein
Trend zur Signifikanz (pexaxt= 0,0624, pasympr=0,0572). Die Belastung in METs war wie in der

Gesamtpopulation zwischen den Genotypen nicht signifikant verschieden.

Tabelle 19: Auswertung der Subpopulation mit ungeniigender Herzfrequenzausbelastung (<85%

HF ) fiir die Genotypen, Ubersicht der Belastbarkeit

(Subgruppe der Patienten mit Genotyp Gesamt
ungeniigender Ausbelastung) CC CT TT

Maximale Mittelwert 151 133 125 141
Belastung Standardabweichung | 33 35 20 34

W)

Maximale Mittelwert 122 114 115 118
Belastungs- Standardabweichung | 12 18 15 15

HF

Belastung in  Mittelwert 66 62 61 64
METs*10E-1 Standardabweichung | 13 13 17 13
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Tabelle 20: Subpopulation der Patienten mit einer maximal erreichten Herzfrequenz unter 130:

Unterschiede zwischen den Genotypen hinsichtlich Alter und Belastbarkeit

(Subgruppe der Patienten mit maximaler Genotyp Gesamt
Herzfrequenz unter 130/min) CC CT TT
Alter (Jahre) Mittelwert 61,75 61,67 63,45 61,81
Standardabw. 9,59 9,39 7,85 9,15
Mittelwert 142 121 113 129
max. Belastung (W) g dardabw. 26 22 18 26
max. Belastungs- Mittelwert 117 110 104 112
Herzfrequenz Standardabw. 10 17 12 14
METs Mittelwert 6,4 5,8 5,0 6,0
Standardabw. 1,2 1,2 0,2 1,2
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Abbildung 24: Boxplots der Trends flir Maximalbelastung (W) und maximale Belastungs-HF
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Abbildung 25: Boxplots der Belastbarkeit in METs im Vergleich der Genotypen




Ergebnisse 57

3.3.3.2.C PWC 130: Leistungskapazitiit in W/kg bei Herzfrequenz 130/min

Bei Ermittlung der Leistungskapazitit in Watt pro Kilogramm Korpergewicht, ausgehend von der bei
einer Herzfrequenz von 130/min erbrachten Leistung, ergaben sich fiir die Genotypen Mittelwerte
von CC=1,81 W/kg, CT=1,56 W/kg und TT=1,73 W/kg. Der fallende Trend (Abbildung 26) war hier
mit p=0,0360 ebenfalls signifikant. Der BMI der Genotyp-Gruppen war fast identisch, hinsichtlich
Korpergewicht und Grofe bestanden aber Unterschiede, was in die Interpretation der
gewichtsbezogenen Leistung einbezogen werden musste: Trager des T-Allels waren tendenziell

leichter, dieser Trend erreichte jedoch keine Signifikanz (p=0,0817).
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Abbildung 26: Boxplot der Physical Work Capacity bei einer Herzfrequenz von 130/min

Tabelle 21: Gegeniiberstellung der Genotypen beziiglich PW 130, PWC 130 (soweit diese erreicht

wurden) und Nicht-Erreichen dieser Herzfrequenzschwelle

Genotyp Gesamt
CC CT TT
PW 130 (W) Mittelwert 154 129 133 140
Standardabw. 36 37 20 37
PWC 130 nein 15 17 2 34
ermittelbar ja 26 29 6 61
PWC 130 (W/kg) Mittelwert 1,81 1,56 1,73 1,68
Standardabw. 0,38 0,41 0,27 0,40




Ergebnisse 58

Tabelle 22: Ubersicht der Genotypen hinsichtlich GréBe, Gewicht und Body-Mass-Index in der

Subpopulation, die mindestens eine Belastungsherzfrequenz von 130/min erreichte

(Subpopulation, bei der die PWC 130 ermittelbar Genotyp
war) CC CT TT
Grofie (cm) 181 177 173
Gewicht (kg) 86 84 78
BMI (kg/m?) 26,03 26,52 25,77
BMI-Klasse 1 N 15 12 1
Genotyp % 57,7% 41,4% 16,7%
2 N 2 8 3
Genotyp % 7,7% 27,6% 50,0%
3 N 9 9 2
Genotyp % 34,6% 31,0% 33,3%

3.3.3.3 Metabolisches Aquivalent (MET)

Die umgerechneten Belastungswerte in METs fiir die verschiedenen Genotypen betrugen im Mittel
7,0+£1,3 METs fiir CC, 6,7+1,3 METs fiir CT und 6,8+1,8 METs fiir TT (Tabelle 23). Drei Patienten
konnten in diese Berechnung nicht mit einbezogen werden, weil zwei Patienten (1xCT, 1xCC) durch
Adipositas und ein Patient (CC) durch sehr hohe Leistungsfdhigkeit aus den gidngigen Tabellen
herausfielen.

Wie Abbildung 27 durch die Boxplots nahe legt, war in den Mittelwerten der einzelnen Genotypen
eine gering fallende Tendenz zu vermuten. Dieser Unterschied erreichte aber keine Signifikanz

(p=0,1522).

Tabelle 23: LagemaBe der Belastbarkeit in Metabolischen Aquivalenten fiir die Genotypen

Genotyp
cC CT T Gesamt
Mittel- Standard- | Mittel- Standard- | Mittel- Standard- | Mittel- Standard-
wert abw. wert abw. wert abw. wert abw.
Belastung
in METs 7,0 1,3 6,7 1,3 6,8 1,8 6,8 1,3
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Abbildung 27: Boxplot der Belastbarkeit in METs im Vergleich der Genotypen

3.34 Assoziation mit Ischimiezeichen

3.34.1 Belastungsinduzierte Angina Pectoris-Beschwerden

Die Unterteilung von typisch pectangindsen Beschwerden wiéhrend der Belastung wurde
vorgenommen als O=keine, 1=nicht-limitierende und 2=belastungslimitierende Beschwerden.

Die Trager des Genotyps CC waren als einzige vollig beschwerdefrei, im Genotyp CT traten bei
6,5% der Untersuchten nicht-limitierende und bei einem Untersuchten limitierende AP-Beschwerden
auf. Auch ein Patient der Gruppe TT musste wegen limitierender Brustschmerzen die Belastung
abbrechen (Tabelle 24).

Im exakten Trendtest (Jonckheere-Terpstra-Test fiir k unabhéngige Stichproben) ergab sich ein
signifikanter Wert von p=0,0201. Das T-Allel ist also auf signifikantem Niveau mit

belastungsinduzierter Angina pectoris assoziiert.

Tabelle 24: Patientenzahl mit belastungsinduzierter Angina pectoris in den Genotypen

Angina pectoris
keine nicht-limitierend belastungslimitierend

Genotyp CC 41 0 0

CT 42

3 1
TT 7 0 1
Gesamt 90 3 2
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3.34.2

Positiver Ischimie-Hinweis im EKG

Ein signifikanter, ischdmietypischer EKG-Befund ergab sich bei 11 Patienten, entsprechend 11,6%

der Untersuchten (Tabelle 25).

Hiervon besalen 5 den Genotyp CC, 4 CT und 2 TT, ein signifikanter Trend iiber die Gruppen war

nicht feststellbar (p=0,25).
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Abbildung 28: Verhéltnis positiver zu negativen EKG-Befunden in den Genotypen bzw. relative

Anteile der Genotypen in den Gruppen mit positivem/negativem Befund

Tabelle 25: Verteilung positiver und negativer EKG-Befunde auf die Genotypen

Genotyp
cC CT TT Gesamt
Ischimiehinweis nein N 36 42 6 84
im EKG Genotyp % | 87,8% 91,3% 75,0% 88.4%
Ja N 5 4 2 11
Genotyp % | 12,2% 8,7% 25,0% 11,6%
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3343 Ischimiehinweise insgesamt: Zusammenfassung von Fillen mit Angina pectoris,

positivem EKG-Befund oder beidem

Wie eine Ubersicht der betroffenen Patienten demonstriert (Tabelle 27), traten pectangindse
Beschwerden und positiver EKG-Befund bei vielen Patienten nicht gemeinsam auf.

Pectangindse Symptomatik war ausschlieBlich bei Tragern des T-Allels zu finden, wéhrend der
Ischdmienachweis im EKG heterogen war. Wir unterschieden zwischen drei Ausprigungen der
Ischdmiezeichen, nidmlich isolierter Angina pectoris, isolierten EKG-Verdanderungen und der

Kombination von AP und positivem EKG.

Ob zwischen den Genotypen bzw. den Allelen bestimmte Bevorzugungen filir eine dieser
Auspragungen von Ischdmiehinweisen bestanden, priiften wir mit Hilfe von Kreuztabellen, da die
Auspriagungen nominales Skalenniveau haben. Es ergab sich mit dem chi-Quadrat-Test bei
zweiseitiger Fragestellung keine Signifikanz fiir einen der Genotypen.

Im Vergleich CC gegen CT/TT war, wie bereits in Tabelle 26 ersichtlich, der CC-Genotyp bei iso-
liertem EKG-Befund iiberreprasentiert und in den beiden anderen Auspragungen unterrepréisentiert.

Fiir den exakten Test nach Fisher ergab sich ein p-Wert von 0,085.

Tabelle 26: Haufigkeitstabelle von Ischdmiezeichen der Genotyp-Gruppen

Genotyp
Gesamt
CC CT TT

keine 41 42 7 90

AP nicht-limitierend 0 3 0 3

belastungslimitierend 0 1 1 2

sign. EKG- nein 36 42 6 84

Befund ja 5 4 2 11

kumuliert: nein 36 40 5 81
AP u./o. pos.

EKG ja 5 6 3 14
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Tabelle 27: Ischdmiezeichen als klinische Symptomatik oder EKG-Befund, Patienteniibersicht

AP (0=keine; 1=nicht ..
Patient Nr. belastungslimitierend; Befﬁ?nztz;i;fil:cl;;ja) C825T-Genotyp
2=belastungslimitierend) ’
1 0 1 TT
7 2 0 TT
8 1 1 TT
9 1 0 CT
32 0 1 CT
38 2 0 CT
43 0 1 CT
45 1 1 CT
51 1 1 CT
68 0 1 CcC
84 0 1 CcC
88 0 1 CcC
93 0 1 CcC
95 0 1 CcC

3344 Ausmal} der ST-Streckensenkungen

Das genaue Ausmall der ST-Streckenverdnderungen wird einerseits zur Bestimmung des Duke-
Scores bendtigt, andererseits konnen sich natiirlich auch ischdmietypische EKG-Befunde im
jeweiligen Ausmal} der ST-Streckensenkung unterscheiden.

Die Mittelwerte aus den validierten Werten der Gerdtemessung sind in den Tabellen 28 und 29 fiir
die Gesamtstichprobe bzw. fiir die 11 Patienten mit positivem EKG-Befund zusammengestellt. Im
Durchschnitt der Gesamtstichprobe bestanden nur sehr geringe ST-Streckensenkungen, nédmlich
kleiner 0,ImV, entsprechend der geringen Anzahl positiver EKG-Befunde. Weder in Belastungs-
noch Erholungsphase unterschieden sich die Genotypen der Gesamtpopulation hinsichtlich des
durchschnittlichen AusmaBes der ST-Streckensenkung signifikant voneinander.

In der Untergruppe der Patienten mit positivem EKG-Befund gab es fiir Trager des T-Allels einen
Trend zu signifikant geringeren ST-Streckensenkungen in der Erholungsphase (pexaxr=0,0702,
Pasympr=0,0618), der Messwert wihrend der Belastung dagegen war nicht mit dem T-Allel

assoziiert.
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Das T-Allel war also in der kleinen Gruppe (n=11) der Patienten mit positivem EKG-Befund mit

einem Trend zu geringeren ST-Streckennegativierungen in der Erholungsphase assoziiert.

Tabelle 28: Durchschnittliche Werte der ST-Streckensenkung, aufgeteilt nach Genotyp fiir die

gesamte Stichprobe

(n=95) ST-Senkung Belastung ST-Senkung Erholung
(Mittelwert) (Mittelwert)
Genotyp CC -0,07 -0,07
CT -0,06 -0,05
TT -0,04 -0,03
Gesamt -0,06 -0,06

Tabelle 29: Durchschnittliche Werte der ST-Streckensenkung, aufgeteilt nach Genotyp fiir die

Subgruppe der Patienten mit Ischdmienachweis im EKG

(n=11) ST-Senkung Belastung ST-Senkung Erholung
(Mittelwert) (Mittelwert)
Genotyp CC -0,19 -0,15
CT -0,16 -0,10
TT -0,18 -0,09
Gesamt -0,18 -0,12
3.3.5 Assoziation mit dem Duke-Score

Der mittlere Duke-Score (vgl. Abschnitt 2.3.6), der die statistische 5-Jahres-Uberlebensrate
prognostiziert, betrug fiir den Genotyp CC 0,91, fiir CT und TT je 0,90 (Tabelle 30). Bei Darstellung

der Lagemalle im Boxplot deutete sich ebenfalls kein Trend an (Abbildung 29), der Trendtest ergab

keine Assoziation zwischen Duke-Score und Genotyp (p=0,261).

Tabelle 30: Werte des Duke-Scores in den Genotypen

Genotyp
Gesamt
CC CT TT
Duke-Score Mittelwert 0,91 0,90 0,90 0,91
(5-Jahres-
Uberlebensrate) Standardabw. 0,03 0,03 0,05 0,03
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Abbildung 29: Lagemale des Duke-Score im Boxplot, aufgeteilt nach Genotyp

34 Ergebnisse der Koronarangiographie in einer Subpopulation

Im Verlauf der weiteren Diagnostik wurde bei 59 Patienten unserer Stichprobe eine
Koronarangiographie durchgefiihrt (Tabelle 31). Bei 72,9% der koronarangiographierten Patienten
wurde eine stenosierende KHK nachgewiesen. Abbildungen 30 und 31 geben eine Ubersicht der
Befunde: Auftillig war, dass bei allen per Koronarangiographie untersuchten Patienten des Genotyps
TT eine stenosierende KHK nachgewiesen wurde, ein Trend iiber die Genotypen zeichnete sich hier

aber nicht ab.

Der Genotyp beeinflusste die Wahrscheinlichkeit einer Abkladrung durch Koronarangiographie nicht,
da keine Signifikanz zwischen Genotyp und Zugehorigkeit zur koronarangiographierten Gruppe

nachweisbar war (p=0,25).

Weder das Vorhandensein einer stenosierenden KHK noch deren Schweregrad nach Anzahl der

betroffenen Gefille zeigten eine Assoziation zum Genotyp (p=0,4235 bzw. p=0,1028).
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Tabelle 31: Ergebnisse der Koronarangiographie von 59 Patienten nach Genotyp

Genotyp Gesamt
CC CT TT
Koronar- nein Anzahl 19 13 4 36
angiographie Genotyp % | 46,3% 28,3% 50,0% 37,9%
ja/nein ja Anzahl 22 33 4 59
Genotyp % | 53,7% 71,7% 50,0% 62,1%
stenosierende Ausschluss Anzahl 4 12 0 16
KHK Genotyp % | 18,2% 36,4% 0% 27,1%
Nachweis Anzahl 18 21 4 43
Genotyp % | 81,8% 63,6% 100,0% 72,9%
Anzahl 0 4 12 0 16
betroffener 1 4 5 2 11
Gefille 2 5 9 1 15
3 9 7 1 17
50
401 -
[
3
5 301
5 KHK
§ 20 - B s
C
< mp
10 L]+
o
0 . . . |:|keine Untersuchung
cc cT 1

Genotyp

Abbildung 30: Verteilung der Abkldrung durch Koronarangiographie (nicht durchgefiihrt vs.
durchgefiihrt) sowie gegebenenfalls der Ergebnisse (Anzahl betroffener Gefille) zwischen den
Genotypen
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Abbildung 31: Anzahl betroffener Gefalle als Genotyp-bezogener Prozentsatz bzw. Abgrenzung von

Nachweis und Ausschluss stenosierender KHK in den Genotypen
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4 Diskussion

Der GNB3 C825T-Polymorphismus besitzt einen zelluldren Phénotyp verstirkter intrazelluldrer
Signaltransduktion iiber Pertussis-Toxin-sensitive G-Proteine (85).

Eine deutliche Assoziation des 825T-Allels mit Risikofaktoren und manifesten kardiovaskuldren
Erkrankungen einerseits und gefdBregulierenden Mechanismen andererseits machen diesen GNB3-
Polymorphismus zu einem aussichtsreichen Kandidaten als Risikofaktor der KHK.

In verschiedenen Studien war eine Korrelation mit Auftreten und Schwere der KHK
koronarangiographisch nachgewiesen worden (96), verstiarkte koronare Vasokonstriktion war in
gesunden und atherosklerotisch verdnderten Gefidlen nach medikamentoser Adrenozeptor-
aktivierung gesehen worden (2). Bereits Baumgart et al. hatten eine Untersuchung unter
physiologischer Adrenozeptorwirkung, z.B. bei korperlicher Anstrengung, angeregt (2), dies ist

unseres Wissens nach mit dieser Arbeit zum ersten Mal erfolgt.

Ziel dieser Arbeit war es daher festzustellen, ob Trager des GNB3 C825T-Polymorphismus, die sich
unter dem Verdacht einer KHK einem Fahrrad-Belastungs-EKG unterziehen, Unterschiede in
Belastungsverlauf und -befund aufweisen. Insbesondere sollte untersucht werden, ob unter
physiologischer Belastung vermehrt klinische Beschwerden oder Ischdmiehinweise im EKG zu
beobachten sind und ob dieser Genotyp hinsichtlich der himodynamischen Anpassung an Belastung,

wie z.B. der Blutdruckregulation, Besonderheiten zeigt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass in unserer Stichprobe das GNB3 825T-Allel signifikant mit
reduzierter Leistungsfdhigkeit und vermehrter klinischer Symptomatik im Belastungs-EKG assoziiert

ist.

4.1 Assoziation mit vermehrter klinischer Symptomatik

In der vorliegenden Untersuchung fanden wir unter korperlicher Belastung signifikant hiufiger
pectangindse Beschwerden bei Trigern des T-Allels. Dies stimmt iiberein mit den Beobachtungen
von Baumgart et al. (1, 2), die nach intrakoronarer Gabe eines a,-Agonisten eine verstirkte
Reduktion des koronaren Blutflusses und vermehrte Ischdmiezeichen in Form von pectangindser
Symptomatik oder ST-Streckensenkungen bei Tragern des 825T-Polymorphismus feststellten. Diese

verstirkte Ischamiesymptomatik trat sowohl bei Individuen mit als auch ohne signifikante KHK auf.
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In einer anderen Arbeit wurde eine vermehrte orthostatische Sympathikusaktivierung bei Tragern des
T-Allels festgestellt (45).

Eine Vergleichbarkeit der Beteiligung von a,-Adrenozeptoren bei der koronaren Vasokonstriktion
zwischen intrakoronarer Agonistengabe und Stimulation der Sympathikusnerven ist durch
Experimente an Hunden belegt (10).

Daher erscheint die Assoziation des T-Allels mit pectangindsen Beschwerden unter Belastung
erklarbar durch eine vermehrte koronare Vasokonstriktion, die moglicherweise sowohl aufgrund
vermehrter Sympathikusaktivierung bei Belastungsanpassung als auch durch eine verstirkte op-

Adrenozeptorwirkung an der GefaBmuskulatur selbst zustande kommt.

Trotz héufigerer thorakaler Beschwerden wiesen die Triger des T-Allels nicht signifikant
héufiger ischdmietypische EKG-Verdnderungen auf. Als mogliche Erkldrung hierfiir wire zu
diskutieren, ob die Betroffenen, da ja Trdger des T-Allels auch signifikant weniger
Maximalbelastung erreichten (sieche Abschnitt 4.2), die Belastung friiher abbrachen, so dass zwar
klinische Beschwerden, aber noch kein aussagekréftiger EK G-Befund bestanden. Im Unterschied
zur intrakoronaren Agonistengabe ist bei der Fahrradergometrie die ,,Agonistendosis® als

koronarer Reiz durch den Patienten beeinflussbar, indem dieser die Belastung beendet.

Unsere Ergebnisse sprechen fiir eine vermehrte pectangindse Symptomatik bei Trigern des
GNB3 825T-Allels nicht nur unter experimentellen Bedingungen (2), sondern auch bei
physiologischer, submaximaler Belastung. Obwohl alle symptomatischen Patienten Triager des
T-Allels waren, wahrend der CC-Genotyp ausschlieSlich EKG-Verdanderungen aufwies, und wir
einen signifikanten Trend nach Art eines Gen-Dosis-Effekts nachweisen konnten, bleibt die
Reproduzierbarkeit dieses Effekts in groleren Populationen abzuwarten.

Im Idealfall kdnnten sich daraus in Zukunft therapeutische Konsequenzen ergeben, indem zum
Beispiel der vasomotorischen Dynamik koronarer Plaques bei diesem Genotyp schon in
moglichst frithen Erkrankungsstadien Rechnung getragen wird.

Da der Polymorphismus zusétzlich pharmakogenetische Bedeutung hat und er zum Beispiel mit
verstarkter Venodilatation auf Nitroglycerin einhergeht (48), konnten fiir Triger des T-Allels
andere Therapieregime bei Angina pectoris erfolgreich sein als fiir CC, so dass eine am Genotyp

orientierte Medikamentenentwicklung und -verordnung sinnvoll sein konnte.
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4.2 Assoziation mit verminderter Leistungsfihigkeit

Des Weiteren konnten wir in unserer Untersuchung eine deutliche Abnahme der maximalen
Belastung in Watt iiber die Genotypen hinweg zeigen. Der Genotyp CC erreichte im Mittel 18 Watt
mehr als Endbelastung gegeniiber TT, obwohl sich die Gruppen in anderen Parametern wie Alter,
Geschlecht, maximaler Herzfrequenz oder Erreichen der Ausbelastungsgrenze nicht signifikant

unterschieden.

Die bei einer Herzfrequenz von 130/Minute erbrachte Leistung in Watt, die wir zur Berechnung der

PWC,;3 ermittelten, war noch deutlicher mit dem T-Allel assoziiert.

Auch die PWCi3 selbst, die als Parameter der kardiopulmonalen Leistungsfihigkeit besonders des
alteren Menschen gilt (80), war ebenfalls signifikant mit dem Genotyp assoziiert: Trager des T-Allels
erreichten bei einer Herzfrequenz von 130/Minute weniger Watt pro Kilogramm Korpergewicht,
obwohl sich die Gruppen hinsichtlich des Gewichts nicht signifikant unterschieden. Ein geringer
Trend deutete an, dass die CT-/TT-Gruppen im Mittel etwas leichter waren, so dass eine rein
rechnerisch erklirbare, nur scheinbare Leistungsreduktion durch Ubergewicht zum Beispiel

ausgeschlossen werden kann (zum BMI siehe Abschnitt 4.4).

Bei Umwandlung der maximalen Belastungsstufe in METs war in der Gesamtpopulation weiterhin
ein fallender Trend iiber die Genotypen hinweg erkennbar, dieser ereichte aber keine Signifikanz
mehr. Eine mdgliche Erklirung fiir diesen Unterschied gegeniiber den anderen ermittelten
Leistungsparametern kann in der relativ unexakten Umrechnung zu METs liegen, da die in der
gingigen Literatur verwendeten Tabellen Klassen von 10 kg (bei Ménnern) bzw. 5 kg (bei Frauen)
bei der Einteilung des Korpergewichts vornehmen, wodurch zwangsldufig Information verloren geht.
Die Umrechnung in METs war erforderlich, weil sie verschiedene Belastungsformen wie Fahrrad-
und Laufbandergometrie miteinander vergleichbar macht und prognostische Beurteilungen wie der
Duke-Score hierauf basieren. Dariiber hinaus erschien die Umrechnung sinnvoll, weil auf diese
Weise Gewichtungen der Leistung nach Geschlecht moglich waren, da METs im Gegensatz zu Watt
geschlechtsspezifisch bestimmt werden. Der Verlust der Signifikanz infolge dieser Umrechnung ist
aber nicht einfach durch eine ,,Richtigstellung® von geschlechtsbedingten Leistungsunterschieden zu
erklaren, da sich die Genotypen hinsichtlich der Geschlechterverteilung nicht signifikant

unterschieden.
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Eine interessante Beobachtung ergab sich aus der separaten Auswertung chronotrop inkompetenter
Patienten unserer Population. Chronotrope Inkompetenz wurde aufgrund der verwendeten Leistungs-
parameter auf zwei Arten definiert: Erstens als die mangelnde Fahigkeit, mindestens 85% der
altersgemal} vorhergesagten maximalen Herzfrequenz zu erreichen. Aus der oben genannten Analyse
der PWC,3, ergab sich zweitens aber auch eine Gruppe von Patienten, die die altersunabhingig
geforderte Herzfrequenz von 130/min nicht erreichen konnten. Beide Untergruppen mit
ungeniigendem Herzfrequenzanstieg {iberschnitten sich zwangsldufig teilweise. In beiden
Untergruppen bestétigte sich nicht nur die mit dem T-Allel assoziierte verminderte maximale
Leistung in Watt, sondern es ergab sich zusitzlich eine Assoziation des T-Allels mit erniedrigter
Belastungsherzfrequenz. Da die maximal erreichte Herzfrequenz bei Belastungsuntersuchungen
einen prognostischen Faktor darstellt (35), deutet das besonders schlechte Ergebnis von Tragern des
T-Allels in einer Untergruppe chronotrop inkompetenter Patienten auf eine zusétzliche Gefdhrdung

hin.

Weil iiber einen Zusammenhang zwischen dem GNB3-Polymorphismus und kardiopulmonaler
Leistungsfahigkeit noch fast keine Erkenntnisse vorliegen, ist eine Einordnung unserer Ergebnisse in
diesem Punkt schwierig.

Allerdings haben Lee et al. eine Assoziation des TT-Genotyps mit reduzierter maximaler
Sauerstoffaufnahmekapazitit bei adipdsen Probanden festgestellt (36). Sie konnten bei jungen
Koreanern eine Assoziation des T-Allels mit Adipositas und innerhalb der adipdsen Gruppe eine

deutlich reduzierte Fitness des TT-Genotyps nachweisen.

Familienuntersuchungen zur Erforschung der Hypertonie haben aulerdem erbracht, dass nicht nur in
der Elterngeneration eine Assoziation des GNB3-TT mit echokardiographisch nachweisbarer
diastolischer Dysfunktion zu finden ist, sondern dass auch die TT-positiven Nachkommen, in dieser
Studie im Durchschnitt 25 Jahre alt, Merkmale der diastolischen Dysfunktion tragen (61). Eine
Assoziation zwischen GNB und diastolischer Dysfunktion ist auch bei midBigem Hypertonus gesehen
worden (32).

Diastolische Funktionsstérungen, insbesondere erhdhte linksventrikuldre Fiillungsdriicke, sind
unabhéngig von der systolischen linksventrikuldren Funktion in allen Altersgruppen ein starker

Pradiktor fiir reduzierte Belastungskapazitit (89), was zu unseren Ergebnissen passen wiirde.

Arterielle Hypertonie und Adipositas begiinstigen die Ausbildung diastolischer Funktionsstérungen

(50) und gehen mit reduzierter Leistungskapazitéit einher (40). GNB3-s ist bei jiingeren Menschen
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mit Adipositas und Hypertonie assoziiert (86) und begilinstigt ein fritheres Fortschreiten der
Hypertonie (75). Eine verstirkte pathophysiologische Anpassung ist bereits bei jungen Patienten bei
Hypertonie beobachtet worden (99).

Zusitzlich scheint eine in rezessiver Weise vererbte Disposition zu linksventrikuldrer diastolischer
Dysfunktion zu bestehen (61).

Demnach sind Triager des T-Allels, insbesondere der TT-Genotyp, in jlingerem Alter und schwerer
als die Durchschnittsbevolkerung von leistungsmindernden Risikofaktoren betroffen, deren
gemeinsame Endstrecke die diastolische Dysfunktion darstellt. Es ist daher zu erwarten, dass in
hoherem Alter, nach vergleichsweise ldngerer Exposition, Leistungseinbullen bei diesem Genotyp

hiufiger auftreten, was wir in unserer Untersuchung auch nachweisen konnten.

Zudem scheint beim TT-Genotyp bereits in jungen Jahren eine verminderte Kompensationsfiahigkeit
gegeniiber leistungsmindernden Begleitumstinden wie Adipositas zu bestehen, d.h. bei gleicher

Auspragung der Begleiterkrankung kann eine geringere Fitness erbracht werden (36).

Insgesamt scheint somit aus der aktuellen Studienlage die Schlussfolgerung moglich, dass das T-
Allel iiber eine diastolische Funktionsstorung mit verminderter kardiopulmonaler Leistungsfdhigkeit
assoziiert sein konnte. Dies hiétte groBe klinische Bedeutung, da FEinschrinkungen der
Leistungskapazitit wiederum ein starker unabhéngiger Risikofaktor fiir Gesamtmortalitit und

kardiale Ereignisse sind (13, 44, 90).

Die Aussagekraft unserer Untersuchung ist angesichts einer derart komplexen Hypothese limitiert,
vor allem da zu viele Einflussgroen der Leistungsfihigkeit in unserem Patientenkollektiv
zusammentreffen. Zu nennen sind z.B. die hohe Prdvalenz von Hypertonie und multipler
medikamentdser Therapie, das fortgeschrittene Alter, und die hohe Privalenz (72,8%) stenosierender

KHK im koronarangiographierten Teil der Population.

AuBerdem erfasste unsere Untersuchung keine echokardiographischen Daten der Patienten, weshalb
die tatsdchliche Priavalenz diastolischer Funktionsstorungen in unserer Stichprobe nicht iiberpriifbar
ist.

GroBere Studien mit Leistungsdiagnostik an asymptomatischen, jungen Probanden, Adipdsen sowie
jungen Patienten mit beginnender Hypertonie, die mdglichst auch die Echokardiographie

einschlieen sollten, konnten diese Hypothese besser iiberpriifen.
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4.3 Assoziation mit KHK

4.3.1 Befunde der Koronarangiographie

Im Gegensatz zu einer anderen Untersuchung (96) konnten wir in der Subpopulation der Patienten,
die im weiteren Verlauf koronarangiographisch untersucht wurden, nur einen geringen Trend zu
schwererer KHK bei Vorhandensein des T-Allels nachweisen. Es muss jedoch hierbei betont werden,
dass die Koronarangiographie nur eine Nebenbeobachtung unserer Untersuchung darstellte. Da nicht
alle Patienten, sondern nur etwa zwei Drittel (62,1%) koronarangiographiert wurden, ist, auch wenn
sich die Genotypen hinsichtlich der Weiterleitung zur Koronarangiographie nicht signifikant

unterschieden, eine Verzerrung durch geringe Selektion nicht auszuschlie3en.

4.3.2 Duke-Score

Der mit Hilfe eines Nomogramms aus Maximalbelastung, ST-Streckensenkung und
belastungsinduzierter Angina-Pectoris-Symptomatik bestimmbare Duke-Score stellt ein anerkanntes
diagnostisches und prognostisches Mittel zur Einschdtzung der Mortalitit an KHK dar (43, 83).

Seine Anwendung wird in internationalen Leitlinien empfohlen (18, 21).

In der vorliegenden Untersuchung ergaben sich zwischen den Genotypen trotz signifikanter
Unterschiede in Hiufigkeit und Stirke der belastungsinduzierten pectanginosen Symptomatik nur
geringe Unterschiede in der 5-Jahres-Prognose, entsprechend im Mittel 1% erhohter kardiovaskulérer
Sterblichkeit flir sowohl den heterozygot als auch den homozygot verdnderten Genotyp. Dieser

Unterschied erreichte aber keine statistische Signifikanz.

Die Ermittlung des Duke-Scores setzt die Umrechnung der Leistungsfiahigkeit in Metabolische
Aquivalente voraus, diese hatten jedoch von allen Leistungsparametern in unserer Untersuchung die
schwichste Assoziation mit dem Genotyp. Mogliche Ursachen hierfiir wurden in Abschnitt 4.2
erortert. Eine mogliche Unterbewertung der Leistungsdifferenzen nach Umrechnung wiirde auch zu
einer Angleichung der Scores der Genotypen fithren. Das ausschlieBliche und teilweise
belastungslimitierende Auftreten von Angina pectoris bei Trigern des T-Allels hat, eventuell
aufgrund der geringen absoluten Zahl von Patienten, anscheinend nicht ausgereicht, den Score

signifikant zu verandern.
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Andererseits lassen die dhnlichen Befunde der Genotypen hinsichtlich ST-Streckensenkungen und
Koronarangiographie eine ausgepridgte Verdnderung eines prognostischen Scores nicht
wahrscheinlich erscheinen.

Da sich das Patientenkollektiv in guter Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz befindet,
ist eine Selektion der Patienten durch frither eingetretene Todesfille bei Tragern des T-Allels

ebenfalls nicht anzunehmen.

4.4 Assoziation mit Risikofaktoren der KHK

In der von uns untersuchten Stichprobe wies ein auffallend hoher Prozentsatz (77,9%) der Patienten
hypertensive Blutdruckwerte oder eine entsprechende Medikation auf. Es liel} sich keine Assoziation
des GNB3-Genotyps mit der Hohe des systolischen Blutdruckwertes oder dem Vorhandensein
arterieller Hypertonie zeigen, auch in der Einnahme von Antihypertensiva unterschieden sich die
Genotypen nicht. Ein signifikanter Trend fiir den diastolischen Blutdruckwert zeigte
unerwarteterweise, dass mit dem T-Allel erniedrigte diastolische Werte verbunden waren. Dies
widerspricht einer Studie, in der der Polymorphismus mit erniedrigten Renin-Serumwerten und
erhohtem diastolischem Blutdruck assoziiert war (79). Im Gegensatz zu unserer Untersuchung waren
dort nur Patienten ohne antihypertensive Medikation eingeschlossen worden, wéhrend in unserer
Stichprobe 57,9% der Patienten unter Therapie mit Antihypertensiva waren. Die eingesetzten
Antihypertensiva wurden von uns nach Mono- und Kombinationstherapie unterschieden und
Betarezeptorenblocker wegen ihrer besonderen Bedeutung fiir die Ergometrie getrennt erfasst, die
Genotypen unterschieden sich in der Medikation nicht signifikant. Die eingenommene Dosis konnte
aber wegen der Vielzahl der moglichen Medikamente und damit einhergehender fehlender
Vergleichbarkeit nicht mit in die Auswertung einflieBen. Daher ist es durchaus moglich, dass Art und
Dosierung der antihypertensiven Therapie einerseits mdgliche Blutdruckunterschiede zwischen den
Genotypen verschleiern oder andererseits erniedrigte diastolische Werte bei Tragern des

Polymorphismus vortduschen kdnnten.

Eine Untersuchung unter Medikation erschwert die Interpretation der Ergebnisse, war aber in unserer
Population erforderlich, um das erneute Auftreten akuter Beschwerden zu vermeiden und die

Patienten keinem erhohten Risiko auszusetzen.
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Unsere Population rekrutierte sich aus Patienten, die wegen pectangindser Beschwerden vorstellig
wurden. Dadurch waren die Untersuchten im Mittel dlter als Studienpopulationen, die eine
Assoziation des T-Allels mit Risikofaktoren wie Hypertonie oder Adipositas bestétigen konnten (3,
5, 28, 85). So lag z.B. in der grofiten multiethnischen Studie, die die Assoziationen zu beiden

Risikofaktoren untersuchte, das Alter der Probanden zwischen 18 und 30 Jahren (86).

Im Gegensatz zu mehreren Studien (86, 87) konnten wir ebenfalls keine Assoziation des GNB3 T-
Allels mit Ubergewicht und Adipositas zeigen.

Wir fanden in unserem Patientengut einen bei allen Genotypen annéhernd identischen mittleren BMI
im leicht iibergewichtigen Bereich (BMI=26,48 + 3,37 kg/m®) und damit keinerlei Trend in
Zusammenhang mit dem T-Allel. Auch nach Klassierung des BMI in ,,normgewichtig®,
,Hubergewichtig® und ,,adipos“ entsprechend der in der groften weltweiten Studie (86)
vorgenommenen Einteilung (<25, 25 bis 27, >27 kg/m?) ergab sich keine signifikante Bedeutung des

Genotyps fiir die Zugehorigkeit zu einer der BMI-Klassen.

Zunichst erscheint unerwartet, dass keine der in gro3en Populationen beobachteten Assoziationen
des GNB3 mit arterieller Hypertonie und/oder erhéhtem BMI in unserer Stichprobe reproduziert

werden konnte.

Die Studienlage stellt sich hier jedoch insgesamt heterogen dar, da verschiedene Untersuchungen
diese Assoziationen ebenfalls nur teilweise oder nicht bestitigen konnten (3, 5, 28). Eine
Assoziationsstudie iiber die T-Allel-abhéngige Gewichtszunahme in der Schwangerschaft konnte
eindrucksvoll die Bedeutung korperlicher Aktivitdt als Kompensationsmoglichkeit zeigen (25). Es
scheint daher mdglich, dass zusitzliche, in unserer Untersuchung nicht erfasste Faktoren eine

kompensierende Auswirkung auf diese komplexen Phanotypen hatten.

Mehrere Studien fanden auBerdem eine leichte Risikoerhdhung fiir Insulinresistenz und Diabetes
mellitus Typ 2 in Assoziation mit dem T-Allel (34, 72, 97). Auch hier ist die Studienlage nicht ganz
einheitlich (46). Wir sahen in unserem Patientengut eine vermehrte Hiufigkeit von Diabetes mellitus
Typ 2 bei Heterozygotie, 15,5% fiir CT gegeniiber 4,9% fir CC, der Trend war aber nicht
signifikant.

Ausgehend von einer in Assoziation mit dem T-Allel beschriebenen vermehrten orthostatischen
Sympathikusaktivierung (45) untersuchten wir aulerdem Herzfrequenz- und Blutdruckparameter

unter physiologischer Belastung. Neben dem bereits oben diskutierten signifikant niedrigeren
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diastolischen Ruhewert zeigte sich auch in der dritten Erholungsminute wieder ein Trend zur
Signifikanz fiir den diastolischen Blutdruck. Die schon genannten Argumente beziiglich des
moglichen Einflusses der Antihypertensiva sind auch hier zu erwigen, insgesamt erscheint eine
raschere diastolische Blutdruckerholung bei diesem Genotyp mdoglich.

Alle sonstigen Variablen des Belastungsverlaufs wie maximale Blutdruckwerte oder maximal
erreichte Belastungsherzfrequenz zeigten in der Gesamtpopulation keine signifikante Assoziation mit
dem Polymorphismus. Nur in der bereits angesprochenen Untergruppe chronotrop inkompetenter
Patienten war die maximale Herzfrequenz fiir das T-Allel signifikant erniedrigt. Insgesamt schien der
Polymorphismus in unserer Population keinen bedeutenden Einfluss auf h@modynamische
Standardparameter des Belastungs-EKGs zu haben. Da die vermehrte Sympathikus- und verminderte
Parasympathikusaktivitit bei Wechsel der Korperposition durch Spektralanalyse der
Herzfrequenzvariabilitit gezeigt wurde (45), sind eventuell speziellere Untersuchungsverfahren zum

Nachweis sehr kleiner Effekte besser geeignet.

4.5 Diskussion der Methodik

4.5.1 Diskussion der untersuchungsbezogenen Risiken fiir die Patienten

Das Belastungs-EKG gilt allgemein als risikoarme Untersuchung, schwere Komplikationen in Form
von Myokardinfarkten oder lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen werden in der Literatur mit
Werten bis zu 1%, angegeben (vgl. Abschnitt 1.1.4). In wunserer Untersuchung traten
erfreulicherweise keine schweren Untersuchungskomplikationen auf, bei zwei Patienten musste die
Untersuchung jedoch wegen starker pectangindser Beschwerden abgebrochen werden. Einer der
betroffenen Patienten bot auch einen ischdmietypischen EKG-Befund, der sich in der
Erholungsphase komplett zuriickbildete, der Patient war danach beschwerdefrei. Eine weitere
Belastung wurde abgebrochen wegen ischimietypischer EKG-Verdnderungen ohne klinische
Symptomatik, auch dieser Patient zeigte eine spontane Normalisierung des EKG nach Erholung. Da
es sich beim Belastungs-EKG um eine gezielt Ischdmiezeichen provozierende Untersuchung handelt,

sind die oben beschriebenen Beschwerden und Befunde im Rahmen des Methodentiblichen.
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4.5.2 Diskussion der statistischen Auswertung

Da die Koronare Herzkrankheit ein multifaktorielles Krankheitsbild darstellt, wire es von
besonderem Interesse, die unterschiedlichen Anteile und Wechselwirkungen verschiedener Risiko-
faktoren zu identifizieren und die Beobachtungen unserer Untersuchung fiir Nebenfaktoren, wie z.B.
Medikamenteneinnahme, Alter usw. zu kontrollieren. Insbesondere die Leistungskapazitit ist vom
Alter stark beeinflusst, wir fanden hier wie zu erwarten eine deutliche Assoziation. Zum Einbeziehen
mehrerer Einflussfaktoren wiren Verfahren wie die Varianzanalyse oder schrittweise logistische
Regression sehr niitzlich gewesen. Die meisten von uns erfassten Werte zeigten aber in der
Exploration weder Normalverteilung noch Varianzhomogenitédt. Besonders wichtige Werte, wie z.B.
die maximale Belastung in Watt, waren rechtsschief verteilt und konnten auch durch gingige
Transformationen nicht normalisiert werden. Wir mussten daher auf nichtparametrische
Testverfahren ausweichen, die in den in der gingigen Software implementierten Standardverfahren
keine derartige Kontrolle fiir andere Einflussgréfen erlauben. Dadurch blieben einige interessante
Fragen offen, so konnten wir zum Beispiel bei den Leistungsunterschieden der Genotypen nicht fiir
das Alter kontrollieren. Wir konnten auf diesen Punkt daher nur durch indirekte Aussagen eingehen,
wie die, dass sich die Genotypen im Alter nicht signifikant unterschieden, und dass die
Regressionsgeraden der Genotypen (bei Annahme eines linearen Zusammenhangs) etwa parallel
verliefen. Zukiinftige Untersuchungen konnten insbesondere darauf ausgerichtet sein, die exakte
Starke des Einflusses des GNB3-Allels auf die Leistung zu bestimmen und es in Relation zu anderen

Faktoren wie Alter und Geschlecht zu setzen.

Die von uns verwendeten nicht-parametrischen Tests, Cochrane-Armitage fiir ordinalskalierte
Variablen und Jonckheere-Terpstra bei Intervallskalierung, wurden bereits in Abschnitt 2.4.2
erldutert. Bei beiden Verfahren handelt es sich um Trendtests.

Die Verwendung von Trendtests ergab sich aus der Uberlegung, dass, wenn bei Trigern des C825T-
Polymorphismus ein bestimmter Effekt zu verzeichnen ist, dieser iiber die Genotypen hinweg eine
eindeutige (steigende oder fallende) Tendenz haben wird. In verschiedenen Studien wurde fiir den
Gp;-C825T-Polymorphismus teils ein Gen-Dosis-Effekt, teils ein fiir das T-Allel rezessiver (61) oder
dominanter (16) Effekt angenommen. Letzteres beruhte darauf, dass Siffert et al. zunédchst (85)
zeigen konnten, dass bereits das Vorhandensein des heterozygoten Genotyps fiir die Auspragung des
urspriinglich beschriebenen zelluldren Phénotyps mit verstirkter Signaltransduktion ausreichend
war. Nach dieser Annahme wire also zwischen dem heterozygoten und dem fiir das T-Allel

homozygoten Phénotyp keine weitere Zunahme des Gen-Effekts zu beobachten. Bei rezessivem
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Verhalten, das in nur einer Studie (61) nahe gelegt wurde, wire ein Effekt nur beim homozygoten T-
Alleltrager zu beobachten. Im Fall eines Gen-Dosis-Effekts, wie in anderen Studien (3, 79) und
schlieBlich auch in einer weiteren Arbeit von Siffert et al. beschrieben (87), wire der zu
beobachtende Effekt fiir den homozygoten T-Alleltrdger am ausgepréigtesten, der Heterozygote
befinde sich auf einem Niveau zwischen CC- und TT-Homozygoten. Da bei keinem dieser Modelle
aber ein plotzlicher Richtungswechsel des Effekts zu erwarten ist (dass also der TT-Phénotyp eine
Auspriagung hitte, die zwischen der des CC- und CT-Phénotyps ldge), erscheint die Anwendung von
Trendtests fiir beide Vorstellungen angebracht.

4.5.3.1 Problem des multiplen Testens

Bei 115 erfassten Variablen und einer komplexen Fragestellung mit mehreren Unterpunkten ergab
sich notwendigerweise eine Vielzahl an Einzeltests. Insgesamt wurden 52 Testoperationen
durchgefiihrt, dies erhoht allein durch die Anzahl der Berechnungen aufgrund der durch das
Signifikanzniveau gegebenen Irrtumswahrscheinlichkeit die Moglichkeit falsch-positiver Signifi-
kanzen. Bei multiplem Testen wird daher empfohlen, das Signifikanzniveau zu senken. Durch die
insgesamt relativ kleine Stichprobe und die entsprechend der Allelfrequenz kleine Gruppe
homozygoter T-Alleltrager konnten wir dieser Empfehlung nicht folgen, p<0,05 wurde weiterhin als
signifikant erachtet. Diese Problematik muss daher jedoch bei der Interpretation der Ergebnisse, die

daher eher als explorativ zu betrachten sind, berticksichtigt werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob Trager des C825T-Polymorphismus der G-Protein f3-
Untereinheit, die sich unter dem Verdacht einer Koronaren Herzkrankheit einem Fahrrad-Belastungs-
EKG unterzogen hatten, signifikante Abweichungen in Belastungsverlauf und -befund zeigen.
Insbesondere sollte untersucht werden, ob unter physiologischer Belastung vermehrt klinische
Beschwerden oder Ischdmiehinweise im EKG zu beobachten sind, da bisherige Studien eine
deutliche Assoziation des 825T-Allels mit kardiovaskuldren Risikofaktoren und manifesten

Erkrankungen einerseits und gefillregulierenden Mechanismen andererseits gezeigt hatten.

Wir untersuchten eine Stichprobe von 95 Patienten, von denen 41 fiir das 825C-Allel homozygot
waren (CC), 46 heterozygot (CT), und 8 Patienten homozygot fiir das 825T-Allel (TT).

Nach Auswertung der Untersuchungen und Aufbereitung der Daten ergab die Auswertung mit
exakten Trendtests (Jonckheere-Terpstra bzw. Cochrane-Armitage je nach Skalenniveau) eine um im
Mittel 10,3% bzw. 11,5% geringere maximale Belastbarkeit fiir Trager des T-Allels (Genotyp CT
bzw. TT), p=0,0139. Auch bestand eine signifikante Zunahme der Hiufigkeit und Schwere
belastungsinduzierter Angina pectoris mit Vorhandensein des T-Allels (p=0,0201).

Fir multiple kardiovaskuldre Risikofaktoren wurde kein signifikanter Trend fiir die Genotypen

beobachtet.

Es konnte somit flir diese Stichprobe gezeigt werden, dass das G-Protein ; 825T-Allel signifikant
mit reduzierter Leistungsfdhigkeit und vermehrter klinischer Symptomatik im Belastungs-EKG
assoziiert ist. Diese Ergebnisse unterstiitzen einerseits die tatsdchliche klinische Relevanz dieses
Polymorphismus, andererseits erfordern sie weitere prospektive Beobachtungen, ob sich in Kenntnis

des Genotyps diagnostische oder therapeutische Empfehlungen ableiten lassen.
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7 Anhang

71 Ubersichten: Stichprobeneigenschaften

Ubersicht 1: Eigenschaften der Population hinsichtlich Alter, Geschlecht, klinischer Symptomatik

und kardialer Risikofaktoren

nese

Genotyp
cC CT TT Gesamt

Alter Mittelwert 57,75 60,74 59,84 59,37

Standardabw. 9,70 8,77 6,95 9,08
Geschlecht ménnlich 36 40 7 83

weiblich 5 6 1 12
Grofie Mittelwert 179 177 174 178

Standardabw. |8 8 5 8
Gewicht Mittelwert 86 83 81 84

Standardabw. 14 12 10 13
BMI Mittelwert 26,68 26,26 26,65 26,48

Standardabw.  |3,71 3,25 2,32 3,37
BMI Klasse normgewichtig |16 19 1 36

iibergewichtig |8 12 3 23

adipOs 17 15 4 36
NYHA 1 33 34 7 74

2 7 10 1 18

3 1 2 0 3

4 0 0 0 0
CCS 0 27 28 6 61

1 8 9 1 18

2 3 7 0 10

3 3 2 1 6

4 0 0 0 0
art. Hypertonie [nein 7 11 3 21
(>=140/90 oder |ja 34 35 S 74
Med.)
Rauchen (im  |nein 34 41 5 80
letzten Jahr) ja 7 5 3 15
Diabetes 2 bekannt 39 39 7 85

nicht bekannt |2 7 1 10
Hyperlipo- nein 6 8 1 15
proteinimie ja 35 38 7 80
Ii)ositive nein 26 27 7 60
Familienanam- |ja 15 19 1 35
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Ubersicht 2: Eigenschaften der Stichprobe hinsichtlich des Belastungsverlaufs, einschlieBlich

Leistungsparametern und Auftreten klinischer Symptomatik

Genotyp
cC CT TT Gesamt
Maximalbelastung |Mittelwert 156 140 138 147
(W) Standardabw. 37 31 30 34
Dauer (s) Mittelwert 493 395 395 437
Standardabw. 144 133 129 145
Ruhe-HF Mittelwert 67 71 67 69
Standardabw. 12 14 I 13
HF bei Mittelwert 136 135 133 135
Maximalbelastung [Standardabw. 19 25 22 22
erreichte Prozent ([Mittelwert 84 84 82 84
der erwarteten Standardabw. 11 16 12 14
altersgemiflen max.
HF
Ausbelastung nein 22 21 4 47
erreicht (85%) ja 19 25 4 48
PW 130 Mittelwert 154 129 133 140
Standardabw. 36 37 20 37
PWC 130 nein 15 17 2 34
ermittelbar ja 26 29 6 61
PWC 130 Mittelwert 1,81 1,56 1,73 1,68
(W/kg KG) Standardabw. 0,38 0,41 0,27 0,40
syst. RR in Ruhe |Mittelwert 137 136 137 137
Standardabw. 19 18 11 18
diast. RR in Ruhe [Mittelwert 87 84 79 84
Standardabw. 9 9 13 10
syst. RR bei Max.- |[Mittelwert 207 202 205 205
belastung Standardabw. 29 25 17 26
diast. RR bei Max.- [Mittelwert 101 100 97 100
belastung Standardabw. 14 14 12 14
HF 3. Erhol.- Mittelwert 86 86 92 87
Minute Standardabw. 19 25 13 22
syst. RR 3. Erh.-  Mittelwert 159 155 158 157
minute Standardabw. 29 21 25 25
diast. RR 3. Erh.- [Mittelwert 87 82 82 84
Minute Standardabw. 16 11 14 13
AP [keine 41 42 7 90
nicht-limit. 0 3 0 3
belastungslimit. |0 1 1 2
Ischimiebefund im |nein 36 42 6 84
EKG ja 5 4 2 11

(Fortsetzung nichste Seite)



Abkiirzungsverzeichnis 90

(Fortsetzung von Ubersicht 7.1.2)

Genotyp
cC CT TT Gesamt

max. ST-Strecken- [Mittelwert -0,07 -0,06 -0,08 -0,07
senkung bei Standardabw. 0,07 0,06 0,07 0,06
Belastung (mV)
METSs Mittelwert 7,0 6,7 6,8 6,8

Standardabw. 1,3 1,3 1,8 1,3
Duke-Score (5- Mittelwert 0,91 0,90 0,90 0,91
Jahres-Uberleben) [Standardabw. 0,03 0,03 0,05 0,03

8 Abkiirzungsverzeichnis

ACC/AHA American College of Cardiology/American Heart Association
ACE Angiotensin-Converting-Enzyme

ADP Adenosindiphosphat

AP Angina pectoris

AS Aminoséure(n)

BMI Body-mass-Index

bp Basenpaare

C Cytosin

C825T Basenaustausch und Position der cDNA
CABG Coronary Artery Bypass Graft

CCS Canadian Cardiovascular Society
(c)DNA (komplementdre) Desoxyribonukleinsdure
CK(-MB) Creatinkinase(-MB-Isoform)

CSF Colony stimulating factor

Da Dalton

EKG Elektrokardiogramm

GpBs G-Protein Beta3-Untereinheit

GDP, GTP Guanosindi/triphosphat

GNB3 G-Protein Beta3 kodierendes Gen

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

(Fortsetzung néchste Seite)
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(Fortsetzung von Seite 90)

HDL, LDL
HF

KHK
LAH, LSB
LDH

LV

MET

MI

MRT
NSTEMI, STEMI
NYHA
PDGF
PTCA
PTX

PWC
RAAS
RFLP
RT-PCR

T

TNF

TRH

Trop.

High/Low density lipoprotein

Herzfrequenz

Koronare Herzkrankheit

linksanteriorer Hemiblock, Linksschenkelblock
Lactatdehydrogenase

linksventrikulér

Metabolisches Aquivalent

Myokardinfarkt

Magnetresonanztomographie

(Non-) ST-Elevation Myocardial Infarction
New York Heart Association

Platelet derived growth factor

Perkutane transluminale koronare Angioplastie
Pertussistoxin

Physical Work Capacity
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus
Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
Thymin

Tumornekrosefaktor

Thyreotropin releasing hormone

Troponin
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Arztliche Titigkeit
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9/2004-8/2005

9/2005-12/2005
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Daniela Gabriele Brehm
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Krefeld
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ledig
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Allgemeine Hochschulreife

Universitét des Saarlandes, Medizinische Fakultdt Homburg (Saar)
Stipendiatin der Studienstiftung des deutschen Volkes

Fortsetzung des Studiums, RWTH Aachen

Fortsetzung des Studiums, Universitit Gesamthochschule Essen
Praktisches Jahr

Hopital S. Nicolas Eupen, Belgien, Chirurgie und Innere Medizin
Rheinische Kliniken Essen, Psychosomatik und Psychotherapie

3. Abschnitt der Arztlichen Priifung

Arztin im Praktikum, danach Assistenzirztin, in der Abteilung fiir Chirurgie,
St. Josefshospital Uerdingen, Krefeld

Approbation als Arztin

Assistenzérztin in der Abteilung fiir Innere Medizin,

Antoniuszentrum Tonisvorst

Assistenzérztin in der Abteilung fiir Chirurgie,

St. Josefshospital Uerdingen, Krefeld

Assistenzérztin am Institut fiir Pathologie,

Bethesda-Johanniter Klinikum, Duisburg



