Aus der Klinik fiir Thorax- und Kardiovaskularchirurgie
Direktor: Prof. Dr. med. E. Gams
und dem Institut fiir Himostaseologie und Transfusionsmedizin
Direktor: Prof. Dr. med. R.E. Scharf
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Untersuchungen zum Einflufl von Human-Platelet-Antigen-1b (HPA-1b),
Faktor V-Mutation (G1691A, Faktor V-Leiden), Prothrombin-Mutation (G20210A),
und Methylentetrahydrofolat-Reduktase-Polymorphismus (MTHFR 677TT)
auf den postoperativen Verlauf nach aortokoronarer Bypass-Operation

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
vorgelegt von
Christiane Neudert

2000



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung

der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
Gez.: Prof. Dr. D. Héussinger

Dekan

Referent: Prof. Dr. M. Klein

Korreferent: Univ.-Prof. Dr. R.E. Scharf



Fiir meine geliebte Tochter
Rachel-Jasmin,
die mit der Fertigstellung
dieser Dissertation

das Licht der Welt erblickte



Inhaltsverzeichnis

I Einleitung

l. Historischer Riickblick der Herzchirurgie

2. Koronare Herzkrankheit

2.1 Uberblick

2.2 Pathophysiologie der Atherosklerose
9

2.3 Risikofaktoren der Atherosklerose

3 Pathophysiologie der Thrombogenitét

3.1 Thrombozyten
3.2 Plasmatische Hamostase
33 Thromboseentstehung
18
3.4 Risikofaktoren der Thrombogenese
3.4.1 Human-Platelet-Antigen-Systeme (HPA)
34.1.1 Allgemeines
34.1.2 HPA-1-Polymorphismus
34.13 Glykoprotein-IIb-II1a-Rezeptor-Inhibitoren

3.4.2 Faktor-V-Leiden
3.4.3 Prothrombin

343.1 Allgemeines

3432 Wirkweise

3433 Prothrombin-Polymorphismen

3434 Prothrombin G20210A und Plasmafaktor-II-Spiegel

28

3.43.5 Prothrombin G20210A und vendse Thrombose

3.4.3.6 Prothrombin G20210A und arterielle Thrombose

3.4.4 Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase (MTHFR)

3.44.1 Homozystein

3442 Effekte von Homozystein auf Himostase und Atherogenese
3443 Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase (MTHFR C677T)
4. Stenosierung nach Bypass-Operation

33-34

5. Fragestellung

Seite

7-8

10-12

13
14-15
16 - 17

19 -20

21

21-23
23-24
25-26

27
27
28

29
29
30

31
31-32

35



II

1.1
1.2
1.3

2.1
2.1.1
43 -45
2.1.2
2.1.3
2.1.4
2.1.5
2.1.6
2.2
2.2.1

I

Patienten und Methoden

Patientenkollektive
AusschluBBkriterien
Durchfiihrung der Studie
Patientendaten und Fragebogen

Methoden
Genotypisierung
Allgemeine Molekularbiologische Methoden
Material
Bestimmung von Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1)
Bestimmung des Faktor-V-Leiden (FVL)
Bestimmung des Prothrombin (G20210A)
Bestimmung der Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase C677T
Klinisch-chemische Parameter und klinische Daten
Referenzwerte der konventionellen Risikofaktoren

Statistische Auswertung

Ergebnisse

Patientenkollektive

Vergleichende Untersuchung KHK-Gruppe versus Kontrollgruppe
63 - 66

Vergleichende Untersuchung KHK-Gruppe mit Komplikationen versus
KHK-Gruppe ohne Komplikationen

Postoperative kardiale Komplikationen
Letalitét

Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1)
Faktor-V-Leiden (FVL)

Prothrombin (G20210A)

Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase (MTHFR C677T)

36-37
37

38-39
39-42

43

46 - 47
48 - 50
51-353
54-56
57-59
60

60

61

62

67-72

73 -74

75

76 - 77

78 -79

80 - 81

82-83



IV

VI

VI

Diskussion

Allgemeines

Human-Platelet-Antigen-1b (HPA-1b)

Faktor-V-Leiden (FVL)

Prothrombin (G20210A)
Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase (MTHFR C677T)

SchluBfolgerung

Literaturverzeichnis

Anhang
Abkiirzungen
Danksagung

Lebenslauf

Zusammenfassung

84 -85

86 - 88

89-90

91-92

93-94

95 -96

97-113

114 - 115

116
117

118



I EINLEITUNG

1.  Historischer Riickblick der Herzchirurgie

Heberden (1) beschrieb im 18. Jahrhundert die verschiedenen Formen der koronaren
Herzkrankheit und pragte den Begriff der Angina pectoris. Bis zum ersten Weltkrieg wurde
die koronare Herzerkrankung selten diagnostiziert. Im ausgehenden 19. Jahrhundert begannen
Physiologen wie Richard Quain (1850) und Rindfleisch (1872) das Herz-Kreislaufsystem
intensiv zu studieren. Erste Arbeiten hierzu wurden von Thebesius, Harvey und DeAngelo
gefunden. (2). In den 20ern und 30ern wurde die koronare Herzerkrankung als ein Problem,
das vorwiegend mannliche Weifle in Nordamerika und Europa befillt, erkannt. Seit 1940 gilt
die koronare Herzerkrankung als die Haupttodesursache in den Vereinigten Staaten und
anderen westlichen Landern.

Aufgrund der hohen Letalitdit der koronaren Herzerkrankung wurde intensiv nach
Behandlungsmethoden gesucht.

Im Jahre 1952 unternahm A. Vineberg (3) einen ersten Schritt in Richtung Bypass-Operation.
Uber die Implantation der Arteria thoracica interna ins Herzmuskelgewebe sollte
minderperfundiertes Herzareal wieder mit Blut versorgt werden.

Spater war es durch die erste selektive Koronarangiographie durch Sones (4) moglich,
Stenosen darzustellen und ischdmisches Herzmuskelgewebe direkt zu reperfundieren. Unter
Zuhilfenahme dieser neuen Technik fiihrte Garrett (5) 1964 die erste aortokoronare Venen-
Bypass-Operation zur Uberbriickung von stenosierten KoronargefidBabschnitten mit einem
autologen Vena saphena magna-Transplantat durch. Aufgrund der guten Resultate und eines
relativ geringen Operationsrisikos verbreitete sich diese Methode rasch und galt bald als die
Therapie der Wahl bei koronarer Herzkrankheit. Ermdglicht wurde diese Operation durch den
erfolgreichen Einsatz der Herz-Lungen-Maschine, die erstmals im Jahre 1953 durch Gibbon
(6) zum Einsatz kam. Durch Kolessow (7) erfuhr die aortokoronare Bypassoperation 1967
eine Weiterentwicklung. Er bediente sich wie Vineberg der Arteria thoracica interna,

anastomosierte das arterielle Gefdll aber im Gegensatz zu ihm direkt mit einer Koronararterie.



Die erste aortokoronare Bypass-Operation in Deutschland wurde 1968 von G. Hegemann (8)
in Erlangen durchgefiihrt. Heutzutage ist sie eine der hdufigsten chirurgischen Eingriffe
geworden. Die routinemifige Kombination eines Arteria-thoracica-interna-Bypasses mit
Venenbypidssen aus der Vena saphena magna des Unterschenkels ist hierbei die Methode der
Wahl.

Obgleich die aortokoronare Bypass-Operation mittlerweile zur Routine gewordene ist,
entstehen heute neue Probleme durch das stetig abnehmende Alter der Patienten (9) bei Erst-
Operation, wodurch die Rate an Rezidiv-Operationen mit ihren Schwierigkeiten und

Komplikationen steigt.



2. Koronare Herzkrankheit

2.1  Uberblick

Die koronare Herzkrankheit (KHK) stellt die hiufigste Todesursache in den Industrieldndern
dar. Die Erkrankungshdufigkeit nimmt sowohl bei Mannern als auch bei Frauen zu. Die
Koronarsklerose befillt Manner frither als Frauen (10). Nach der Menopause gleicht sich bei
Frauen die Haufigkeit der KHK derjenigen bei Ménnern zunehmend an, da der Schutz der
Ostrogene wegfillt. Das Manifestationsalter nimmt mit immer hiufigerem Auftreten der KHK
bereits im 5. und 4. Dezenium, gelegentlich sogar schon vor dem 30. Lebensjahr (10), ab.

Die KoronargefiBle sind fiir die Entstehung von Initimaverdnderungen mit sekundirer
Koronarsklerose in besonderem Mafle pradestiniert und erkranken frither als alle anderen
arteriellen Gefdfle, was sich einerseits aus anatomischen Besonderheiten (geringer
Durchmesser) und andererseits aus Eigentiimlichkeiten der H&modynamik des

Koronarsystems erklért (11).

Der Begriff koronare Herzkrankheit (KHK) stellt die mangelhafte O,-Versorgung des

Myokards durch degenerative arteriosklerotische Verdnderungen der Koronargefde in den
Vordergrund, umfaflt aber auch die Folgekrankheiten wie Herzinfarkt, Herzinsuffizienz,

Herzwandaneurysma, kardiogener Schock und plétzlicher Herztod (12).

Eine Koronarinsuffizienz besteht, wenn dem Herzmuskel weniger Sauerstoff zugefiihrt wird,

als er zur vollen Deckung seines Bedarfes in Ruhe oder unter Belastung bendtigt (12).

Koronarsklerose und Koronarstenose sind pathologisch-anatomische Diagnosen, die nicht

obligat auch funktionelle Stérungen beschreiben (12).

Angina pectoris ist das hédufigste, wenn auch nicht obligate Symptom einer gestorten O,-

Bilanz des Herzmuskels. Die Storung der Bilanz beruht meist auf einem mangelhaften O,-

Angebot infolge stenosierender Koronarsklerose (12).



Als Herzinfarkt wird eine zur umschriebenen Nekrose fiihrende Myokardischdmie bezeichnet.
Der Herzinfarkt ist die gefahrlichste Erscheinungsform der Koronarinsuffizienz; die Letalitét
wéhrend der ersten 24 Stunden des akuten Herzinfarktes liegt auch heute noch, bedingt durch
schwere Herzrhythmusstdrungen, die mit dem Infarktereignis einhergehen, bei ca. 30%
(Ergebnisse des MONICA-Projektes / Monitoring trends and determinants in cardiovascular
disease).

Ursache eines Infarktes ist in der Regel ein Verschlul eines stenosierten Gefdlles durch

aufgepfropfte Thrombosen oder der Intima unterliegenden Einblutungen (12).
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2.2 Pathophysiologie der Atherosklerose

Die Atherosklerose des arteriellen Gefd3systems bildet die pathophysiologische Grundlage
fiir die klinische Manifestation der koronaren Herzkrankheit. Arteriosklerotische Plaques
konnen als eine tlberschieBende entziindlich-fibroproliferative Antwort der Gefdfle auf die
verschiedensten Schéddigungen des Endothels und eine erhohte Proliferation der glatten
Gefdamuskulatur angesehen werden. Die koronare Herzerkrankung offenbart sich in
atheromatdsen (Ablagerung von Lipiden, Kohlehydraten, Makrophagen, T-Lymhozyten oder
Bindegewebe in der Intima oder Media), spiter verkalkenden Einlagerungen der
Koronararterien (13). Nach einer initialen Ausweitung des GefaBBdurchmessers in Richtung
Adventitia wachsen die Plaques letztendlich in das Lumen hinein und fiihren zu
Gefilstenosen, die den Blutflul im Gefdll behindern. Hochgradige - mehr als 75%ige - Engen
fiihren zu Ischdmien der betreffenden Myokardareale bei Belastung oder auch in Ruhe.

Durch Ruptur der atherosklerotischen Plaques aufgrund von Einrissen in der bindegewebigen
Plaquekapsel kann es zu intramuralen Blutungen, lokaler Exposition von thrombogenen
subendothelialen Substanzen (Kollagen, Fibronectin, Cholesterinestern) und Bildung eines

okkludierenden Thrombus durch Aktivierung zirkulierender Thrombozyten (14) kommen.

Verschiedene Theorien zur Atiologie der Atherosklerose werden diskutiert. In den letzten
Jahren hat die "Response-to-injury"-Hypothese von R. Ross (15, 16) zunehmend Bedeutung
erlangt. Hierbei ist eine endotheliale Dysfunktion aufgrund der Einwirkung klassischer
Risikofaktoren essentiell fiir die Atherosklerose.

Es konnten verschiedene Zelltypen und zahlreiche Mediatoren identifiziert werden, die eine
Rolle bei der Entstehung und Progression der Atherosklerose spielen.

Storungen einer oder mehrerer der physiologischen Endothelzellfunktionen (17) wurden fiir
die bekannten Risikofaktoren beschrieben.

Neben der Atherosklerose sind die endothelialen Syntheseprodukte fiir die Thrombusbildung

von grofler Bedeutung.

11



2.3 Risikofaktoren der Atherosklerose

Die klassischen Risikofaktoren der Atherosklerose (siehe Schaubild 1) sind von wesentlicher
Bedeutung fiir die Entstehung, Prognose und Prévention der koronaren Herzerkrankung (18).
Anhand prospektiver epidemiologischer Untersuchungen konnte ein sicherer Zusammenhang
zwischen Inzidenz und Letalitit der koronaren Herzerkrankung und erhdhten
Serumcholesterinwerten mit verminderter High-density-Lipoprotein-(HDL-)Fraktion und
erhohten Low-density-Lipoprotein-(LDL-) bzw. Very-low-density-Lipoprotein-(VLDL-)
Werten nachgewiesen werden. Die Ursachen fiir erhdhte Cholesterinwerte konnen genetisch
determiniert, nutritiv erzeugt oder sekundidr krankheitsbedingt sein. Die Erndhrungs-
gewohnheiten werden vor allem in Lidndern wie den USA, Finnland und Holland im
Vergleich zu den mediterranen Léndern als Ursache fiir die Hyperlipoproteindmie und die
hohere kardiovaskuldre Letalitdt angesehen. Neben dem Gesamtcholesterin wird v.a. der
atherogene Index, d.h. die Relation zwischen LDL- und HDL-Cholesterin als Indikator des
kardiovaskuldren Risikos angesehen. Bei einem Verhéltnis von LDL/HDL > 4 mul} von
einem

erhohten Risiko ausgegangen werden. Von &hnlicher Wichtigkeit ist der zunehmende
Nachweis der Hyperkoagulabilitdt (19) und der Verstirkung der Pléttchenreaktivitit bei
Intimaverletzung bei Patienten mit Hypercholesterindmie (20).

Lipoprotein (a) ist dem LDL-Cholesterin sehr &hnlich in seiner Molekularstruktur und gilt als
wichtiger Risikofaktor fiir ischdmische Herzerkrankungen und fiir thrombotische Verschliisse
(21), besonders bei familidrer Hypercholesterinimie (22). Apolipoprotein (a) ist ein
Glykoprotein des Lipoprotein (a), das eine nahe strukturelle Homologie mit Plasminogen
aufweist (23). Es gibt Hinweise dafiir, daf die enge Homologie des LP(a) mit Plasminogen in
kompetitiver Hemmung der fibrinolytischen Eigenschaften des Plasminogen (24, 25)
resultiert, und somit fiir thrombotische Komplikationen pradisponiert.

In den westlichen Industrieldindern ist der Nikotinabusus, neben der Hyperlipoproteindmie der
wichtigste Risikofaktor fiir die Entwicklung einer koronaren Atherosklerose. Dabei ist das
Risiko, einen Myokardinfarkt zu erleiden oder an einem plotzlichen Herztod zu sterben, bei
Rauchern mit mehr als 20 Zigaretten pro Tag um ein zwei- bis dreifaches erhoht. Das Risiko
korreliert dabei mit der Anzahl der pro Tag konsumierten Zigaretten und mit der absoluten
Dauer des Nikotinabusus. Bei regelmadfigem Nikotinabusus steigt das Plasma-Fibrinogen an,
und damit die Plasmaviskositdt, wodurch sich zusitzlich die Inzidenz der koronaren

Herzkrankheit und thrombotischer aortokoronarer-Venenbypass-Verschliisse erhéhen kann.
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Nikotinabusus und hoéheres Lebensalter fiihren zur Einschrankung der endothelialen
Vasodilatation, die am ehesten auf eine verringerte NO-Freisetzung zuriickgefiihrt werden
kann.

Von besonderer Bedeutung ist der Nachweis der steigenden Plittchenreaktivierung bei
Zigarettenrauchern (26), was mdglicherweise im Zusammenhang mit der Freisetzung von
Katecholaminen steht (27). Zirkulierende Katecholamine aktivieren die Plittchenaggregation
und Thrombinbildung (28). Dieser Pathomechanismus und die Katecholamin-abhingige
Vasokonstriktion sind besonderns bedeutend bei der Entwicklung der arteriellen Thrombosen.
Tierexperimentell und klinisch konnte bei arterieller Hypertonie eine Abnahme der
rezeptorstimulierten Freisetzung von NO festgestellt werden (29, 30).

Als weitere wichtige Risikofaktoren gelten eine verminderte Glukosetoleranz und erhdhtes
Korpergewicht, besonders bei Bewegungsmangel.

Die angefiihrten somatischen Risikofaktoren lassen auch Kumulationseffekte erkennen:
Patienten mit 2 Risikofaktoren erleiden 3mal, solche mit 3 Risikofaktoren bereits 10mal
haufiger einen Myokardinfarkt oder einen plotzlichen Koronartod als Patienten ohne die
genannten Risikofaktoren. Fiir einzelne Risikofaktoren ist ein kontinuierlicher Trend
erkennbar. So wurde in der Framingham-Studie deutlich, dal3 es fiir Serumcholesterin keine
kritischen Werte gibt, oberhalb derer eine steile Zunahme der Morbiditét einsetzt. Vielmehr
fand sich eine Morbidititszunahme bereits unterhalb des arithmetischen Mittelwertes mit
steigenden Werten fiir Cholesterin und Blutdruckhdhe.

Dall schon das Vorhandensein eines einzigen Risikofaktors prognostisch eine erhebliche
Belastung bedeuten kann, zeigte eine epidemiologische Untersuchung in Finnland. Es lief3
sich nachweisen, daBl die im Vergleich zu anderen skandinavischen Léndern annidhernd
doppelt so hohe Koronarmortalitit der Finnen mit der Hypercholesterindmie zusammenhéngt.
Auch bei der familidren Hypercholesterindmie vom Typ Ila nach Frederickson ist eine oft
extreme Hypercholesterindmie als einziger Risikofaktor mit besonders frither und schwerer
Manifestation von koronarer Herzkrankheit mit dadurch bedingtem Tod im 2. oder 3. Lebens-

jahrzehnt korreliert.
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Schaubild 1

Framingham-Studie: (31)

Ursachen (Risikofaktoren) der Arteriosklerose

1. unbeeinfluflbare

familidre Disposition (Infarkte in der Familienanamnese)
Lebensalter

mannliches Geschlecht

2. beeinflufibare

1. Ordnung
Fettstoffwechselstorungen (Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin T, HDL{)
Lipoprotein (a) T
Hyperfibrinogendmie (>300 mg/dl)
Zigarettenrauchen
Bluthochdruck
Diabetes mellitus

Adipositas (>30% nach BROCA)

2. Ordnung
Adipositas (<30% nach BROCA)
Bewegungsmangel

emotionaler Strefl (Typ-A-Personlichkeit)
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3. Pathophysiologie der Thrombogenitit

Das Hémostasesystem steht in einem Gleichgewicht prokoagulatorischer und
antikoagulatorischer Systeme. Ein kontrollierter Ablauf beider Systeme wird durch die
Funktionskreise Blutgerinnung, Fibrinolyse und Endothelfunktion garantiert. Bereits unter
physiologischen Bedingungen vollziehen sich stindig intravasale Gerinnungs- und
Fibrinolysevorginge, die durch das reibungslose Zusammenspiel von GefaBBwand,
Thrombozyten und Plasma in einem latenten Gleichgewicht gehalten werden. Sie bilden

zusammen eine funktionelle Einheit.

Die parallel verlaufenden Reaktionsmechanismen sehen folgendermal3en aus:

a) vaskuldre Komponente: Kontraktion der prékapillaren Arteriolen durch den direkten

Verletzungsreiz und durch biogene Amine

b) thrombozytire Komponente: Bildung eines himostatischen Pfropfes durch

Thrombozytenaggregate

c) plasmatische Komponente: Entstehung eines Fibrinmaschenwerkes (Thrombus durch

plasmatische Gerinnungsvorginge)
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3.1 Thrombozyten

Die im Blut zirkulierenden Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle im Ablauf der
Blutgerinnung. Fiir einen regelrechten Ablauf der Himostase-Mechanismen ist nicht nur die
Zahl der im Blut zirkulierenden Thrombozyten, sondern auch die Struktur und biochemische
Funktionsféhigkeit der Plattchen von wesentlicher Bedeutung (32).

Thrombozyten verfiigen iiber eine Plasmamembran aus Lipiden und Proteinen, an deren
AuBenfliache sich die aus Mukopolysacchariden bestehende Glykokalix befindet. Die sich an
der ZellmembranauBenfliche befindende Glykokalix hat Rezeptorfunktion (33). Die
Glykokalix wird aus verschiedenen Glykoproteinen, von denen viele eine Rolle im Prozess
der Thrombozytenadhésion spielen, gebildet (34, 35, 36, 37, 38).

Einen der wichtigsten thrombozytiren Rezeptoren stellt der Glykoprotein-IIb-IIla-Komplex
dar, welcher essentiell fiir die Plattchenaggregation iiber Fixierung an Fibrinogen und den
von-Willebrand-Faktor ist (39). Im Zusammenspiel mit Fibronektin, Vitronektin und
Thrombospondin ist er bei der Pldttchenadhdsion involviert (40, 41, 42). Der GPIIb-Illa-
Rezeptor trigt verschiedene genetisch determinierte Polymorphismen, die durch den
Austausch einzelner Aminosduren im Rezeptor charakterisiert sind. Der bekannteste
Polymorphismus des GPIIb-IIIa ist das Human Platelet Antigen 1 (HPA-1 / P1*), das auf der
GPIIla-Kette lokalisiert ist (siche Kapitel 3.4.1).

Zur Oberflache hin 6ffnet sich das kanalikuldre System, welches Gerinnungsfaktoren und
Plasmaproteine adsorbieren kann (vgl. Abbildung 1).

Die Thrombozyten enthalten aulerdem verschiedene Granula, deren Hauptanteil mit 85% die
alpha-Granula reprisentieren (vgl. Abbildung 1). Sie enthalten spezifische Plittchenproteine
und Plasma- oder Gewebefaktoren, die die Thrombozytenadhdsion und -aggregation
stimulieren. Dazu zdhlen der Wachstumsfaktor (EDRF), Fibrinogen, Faktor V, und von-
Willebrand-Faktor (vWF), Fibronektin, B-Thromboglobulin, der Heparinantagonist PF4 und
Thrombospondin (43).

Dariiberhinaus setzen die Thrombozyten pléttcheneigene Faktoren, insbesondere den
Pléattchenfaktor 3 (PF3) frei, welche die Gerinnungsfaktoren des Plasmas in Form einer
Enzymkaskade aktivieren. Gleichzeitig werden auch vasokonstriktorisch wirksame Amine,

wie Serotonin, Adrenalin und Noradrenalin freigesetzt (44).

16



Bei der Blutgerinnung handelt es sich um eine komplexe Interaktion der Thrombozyten mit
den plasmatischen Gerinnungsfaktoren und der GefdBwand iiber verschiedene Strukturen. Die
thrombozytidre Funktion manifestiert sich in der primdren Hamostase mit Adhésion,
Plattchenaktivierung und Aggregation (45). Bei diesem Vorgang entsteht ein zundchst noch

reversibles Thrombozytenaggregat (44).

Thrombozyten spielen eine Kardinalrolle in der Pathogenese akuter koronarer Ereignisse. Ein
Myokardinfarkt ereignet sich aufgrund der Entwicklung eines okklusiven Thrombus im
Randbereich eines rupturierten atheromatdsen Plaques. Abnormalititen sowohl der
GefilBwand als auch in der Blutzusammensetzung und der Thrombozytenstruktur kdnnen zur
Entwicklung eines Myokardinfarkts beisteuern (46, 47). Zum okklusiven Thrombus kommt es
durch den Kontakt der Thrombozyten mit subendothelialen Strukturen im Bereich der
aufbrechenden  atherosklerotischen  Plaques und  darauffolgender Bildung von

Thrombozytenaggregaten (48, 49).

Abbildung 1: Thrombozytenultrastruktur
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<./ Plasmamembran
< \PF3)

=77 Zur Obertiache
*" oflenes kanalikutares

Mitochondrium / el LT ] S Sysiem

; . Submembranare Filamente
Pen e Mikrolubuli i
(Forrrli.rpnr;:unq; Freisezung) | (Thrombasthenin)
|
Dichles tubuldres System
(Prostaglandin-Synihese:
Calcium-Fluf})
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3.2 Plasmatische Himostase

Parallel zur "provisorischen" Blutstillung durch die Thrombozyten wird das plasmatische
Gerinnungssystems im Proze der sekundiren Hémostase aktiviert. Diese besteht aus
Koagulation (Abbildung 2) und Fibrinolyse und fiihrt zur dauerhaften Befestigung des
Plattchenpfropfes. Hierbei wird das Thrombin unter der Wirkung von Gewebsthrombokinase,
das auch beim Zerfall der Thrombozyten entsteht, aus Prothrombin gebildet. Thrombin
aktiviert die Pléttchen direkt und fiihrt zur irreversiblen Thrombozytenaggregation.

Je nach auslésendem Mechanismus unterscheidet man eine endogene (intravaskuldres
System) und exogene (extravaskulédres System) Aktivierung, zwischen denen es verschiedene
Querverbindungen gibt.

Die beiden Aktivierungswege unterscheiden sich in der Reaktionsfolge bis zur Bildung des
Prothrombin-Aktivators, d.h. bis zur Aktivierung von Faktor X. Uber den aktivierten Faktor

X miinden beide Wege in die zentrale Reaktion der Prothrombin-Aktivierung ein.

Abbildung 2: Abbildung zur Gerinnungskaskade
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Die exogene Aktivierung des Gerinnungssystems erfolgt durch den Faktor VII unter Anwesenheit des Gewebsthromboplastins als Protein-
Cofaktor, das bei Gewebsverletzungen aus zerstorten Zellen freigesetzt wird (Gewebsthromboplastin-Faktor-VII-Komplex).
Die endogene Auslosung ist an Plittchenfaktor 3 und die sog. Kontaktaktivierung von Faktor XII und XI am freiliegenden subendothelialen

Gewebe (Kollagenfasern) gebunden.
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Abbildung 3:

Wechselwirkung  Plasmagerinnungsfaktoren

und subendotheliales
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Die Endothelzelle bildet eine Schranke zwischen Thrombozyten bzw. Plasmagerinnungsfaktoren und dem subendothelialen Bindegewebe.

Dariiber hinaus bildet das Endothel verschiedene Substanzen, die eine Hamostase oder Pléttchenaggregation verhindern und die Fibrinolyse

aktivieren.

19



3.3 Thromboseentstehung

Auch ohne Verletzung der Kontinuitit der Blutgefdle kann es zu einer intravasalen

Gerinnung (Thrombose) kommen. Hierbei spielen folgende Mechanismen eine Rolle:
1. Schidigung der GefaBintima
2. Erhohung der Thrombozytenzahl
3. Storung der Thrombozytenfunktion
4. Erhohung der Blutviskositit
5. Verminderung der Stromungsgeschwindigkeit des Blutes
6. Mangel an gerinnungshemmenden Faktoren
Antithrombin-III-Mangel
Protein-C-Mangel
Protein-S-Mangel
7. Mutationen von Gerinnungsfaktoren
Aktivierte Protein C - Resistenz (Faktor-V-Leiden, vgl. Kapitel 3.4.2)
Prothrombin G20210A-Mutation (vgl. Kapitel 3.4.3
8. Verminderung der fibrinolytischen Aktivitét

Faktor XII-Mangel

Plasminogen-Mangel
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3.4 Risikofaktoren der Thrombogenese

Neben der Atherogenese mull zunehmend mehr die Thrombogenese als zusdtzliche Ursache
im Prozess der klinischen Manifestationen der koronaren Herzkrankheit und ihren
Folgeerkrankungen gesehen werden (50, 51). Storungen des hdmostatischen Systems tragen
signifikant zur Entwicklung von Atheromen bei (52). Die Northwick Park Heart Studie hat
Beziehungen zwischen der Faktor-VII-Aktivitidt und der spdteren Inzidenz der ischdmischen
Herzerkrankung (53) mit ihrem Risiko des Todes (54) nachgewiesen. Faktor VII stellt eine
Schliisselposition im extrinsischen System dar, da schon geringe Erh6hungen der Aktivitét zu
hohen Spiegeln an Thrombin-Produkten fiihren kénnen. Die Faktor-VII-Aktivitét gilt als ein
Index fiir die Koagulabilitit (55).

Prospektive Studien haben gezeigt, dal hohe Plasmakonzentrationen an Fibrinogen einen
unabhingigen Risikofaktor fiir die koronare Herzerkrankung darstellt (56, 57, 58, 59, 60) und
daBl sie speziell mit einem Myokardinfarkt (61, 62) assoziiert sein konnen. Andere
Untersucher konnten nachweisen, daB3 50% aller erhohten Fibrinogenspiegel hereditédr bedingt
sind, wobei ein Grofteil auf einen Fibrinogen-Polymorphismus zuriickzufiihren ist (63).

Born und Cross definierten 1964 Plasma-Fibrinogen als essentiellen Kofaktor bei der
Plattchenaggregation (64). Fibrinogen fiihrt zu einer Bindung mit dem GPIIb-IIIa-Rezeptor
der Thrombozytenmembran, woraus eine Plattchenaggregation resultiert. Fiir das Human
Platelet Antigen 1b (HPA-1D) ist eine erhohte Fibrinogenbindung an den GPIIb-IIla-Rezeptor
nachgewiesen worden (vgl. Kapitel 3.4.1). Aufgrund der Grof3e des Fibrinogenmolekiils und
durch vermehrte Erythrozyten-Anlagerung wird die Blutviskositit beeinflufit (62). Aus einer
erhohten Blutviskositédt kann ein erhdhtes Risiko fiir Ischdmien resultieren (65).

Das Plasma-Fibrinogen wird von vielen exogenen Faktoren wie Zigarettenrauchen und die
Einnahme oraler Kontrazeptiva beeinflufit. Da diese iiber einen langen Zeitraum einwirken,
sind sie ebenso an der Atiologie der atherosklerotischen Erkrankung beteiligt (66).

Eine weitere Komponente der plasmatischen Thrombogenitét stellt das Prothrombin (inaktive
Vorstufe des Faktor II) dar. Auch hier haben Studien einen Zusammenhang zwischen hohen
Spiegeln an Prothrombin und der koronaren Herzkrankheit erbracht. In diesem
Zusammenhang ist die G20210A-Prothrombin-Mutation zu betrachten, denn sie fiihrt zu

erhdhten Prothrombin-Spiegeln (vgl. Kapitel 3.4.3).

21



Fiir erhohte Homozystein-Spiegel sind Effekte auf die Atherogenese nachgewiesen worden
und werden Effekte auf die Himostase diskutiert (vgl. Kapitel 3.4.4). Homozystein beeinfluf3t
das Gerinnungssystem durch eine Interaktion mit den Gerinnungsfaktoren und den
Thrombozyten. In diesem Zusammenhang spielt die von uns untersuchte
Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase eine Rolle, da sie zu erhohten Homozystein-Spiegeln
fiihrt (vgl. Kapitel 3.4.4).

Auch der Faktor V spielt eine Rolle im Gerinnungsablauf, indem er nach seiner Aktivierung
die Gerinnungskaskade inhibiert. Bei Storungen in der Sequenz des Faktors — wie bei Faktor
V Leiden - kommt es zu einer pathologisch verminderten APC-Resistenz mit einer erhohten

Gerinnungsfahigkeit (vgl. Kapitel 3.4.2).
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3.4.1 Human Platelet Alloantigen (HPA)-Systeme

34.1.1 Allgemeines

1949 beschrieb von Ackroyd erstmals die immunologische Bedeutung der Thrombozyten-
Antigene (67). Das erste Thrombozyten-Antigen wurde von Moulinier im Jahre 1957
nachgewiesen (67). Die Glykoproteine der Plittchenmembran spielen dabei eine

entscheidende Rolle fiir die Immunogenitédt der Thrombozyten (33).

Humane Pléttchenantigene sind antigene Determinanten der Glykoproteine auf der
Pliattchenmembran (68). Die Basis aller bekannten HPA-Systeme (bisher sind acht
verschiedene HPA-Systeme bekannt) liegt in einer einzelnen Punktmutation, die zu einer
Substitution einer einzigen Aminosdure und damit zur Entstehung der unterschiedlichen

HPA-Phénotypen fiihrt (69).

Bisher sind 16 verschiedene Thrombozyten-spezifische Alloantigene auf der
Thrombozytenoberfliche lokalisiert und ihre Glykoproteinstruktur und der genetische Code

beschrieben worden. Einige wurden nur serologisch nachgewiesen.

34.1.2 HPA-1-Polymorphismus

Das wichtigste Alloantigen (HPA-1) betrifft einen Polymorphismus des Glykoprotein Ilb-
[ITa-Komplexes (70) der Plattchenmembran. Die GP-1Ib- und GP-IIla-Polypeptide werden
von getrennten, aber dennoch eng verbundenen Genen kodiert (71, 72). Mutationen in beiden
Genen bedingen eine Blutungsstorung, die erstmals 1918 (73) als Glanzmann Thrombasthenie
beschrieben wurde (74, 75, 76). Auch ist dieser Polymorphismus als immunologische Stérung
mit Féllen von neonataler alloimmuner Thrombozytopenie (NAT) und Post-Transfusions-

Purpura (PTP) assoziiert (77).
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Aufgrund molekulargenetischer Untersuchungen konnte der Polymorphismus, der durch die
Base Thymidin (HPA-1a) und Cytidin (HPA-1b) des Nukleotid in Position 12547 kodiert
wird, auf dem Glykoprotein Illa identifiziert werden. Die korrespondierenden Aminosduren
sind Leucin (HPA-1a) und Prolin (HPA-1b) in Position 33 (69). Die beiden Formen des
GPIlla werden auch als P1*! (HPA-1a) und PI** (HPA-1b) bezeichnet (69).

Daraus ergeben sich drei Genotypisierungen des HPA-1:

HPA-1a/la (P12
HPA-1a/1b (Pl #'4%)
HPA-1b/1b (P1 #%4%)

Es konnte gezeigt werden, dall Glykoprotein IIb-I11a- Rezeptoren der Plattchenmembran eine
ganze Reihe adhidsiver Proteine binden (78). Obwohl die Bindung an Fibrinogen den
Hauptmechanismus fiir die Pldttchenaggregation bildet (79, 80, 81), kénnen auch andere
adhdsive Molekiile wie Fibronectin, von-Willebrand-Faktor und Vitronectin an diesen
Rezeptor binden (82). Diese anderen Liganden scheinen aber eher eine Rolle bei der durch
den GP-IIb-IIla-Rezeptor vermittelten Plittchenadhédsion an subendotheliale Strukturen zu

spielen (83).

Abbildung 4: Thrombozytenadhésion an den GPIIb-IIla-Rezeptor

4 GPIb GPIIbGP lla
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Die Thrombozyten-Adhdsion an das GefdBendothel wird durch den von-Willebrand-Faktor vermittelt. Die Thrombozytenmembran besitzt

zwei Bindungsstellen fiir den von-Willebrand-Faktor: Glykoprotein Ib und den Glykoprotein IIb-11Ia-Komplex.
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Im allgemeinen ist erst eine Plattchenaktivierung fiir die Bindung der Liganden nétig.
Pléattchenagonisten triggern Strukturdnderungen am Rezeptor (inside-out signaling), um ihn
bindungsfahig zu machen (84). Ein intakter Fibrinogenrezeptor, der sich aus GP IIb und GP
[Ila (83) bildet, ist flir die normale Aggregation der Pldttchen und fiir eine funktionierende
Héamostase notwendig (85, 86).

Wihrend frither dem HPA-1b kein Unterschied in der Plattchenfunktion zugemessen wurde,
haben Weiss et al. (87) von einer starken Assoziation zwischen diesem Polymorphismus und
dem Auftreten akuter Koronarereignisse berichtet. Es wurde eine signifikant erhdhte
Privalenz von HPA-1b bei Individuen bei Zustand nach Myokardinfarkt oder instabiler
Angina pectoris im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gefunden.

Verschiedene Autoren beschiftigten sich in der Folge mit diesem genetischen Parameter und
kamen zu kontrastierenden Ergebnissen. Einige konnten die Resultate von Weiss et al. (87)
bestitigen (88, 89), andere fanden keinen Zusammenhang zwischen dem HPA-1b Genotyp

und dem Auftreten eines Myokardinfarktes oder einer koronaren Herzkrankheit (90, 91).

3.4.1.3 Glykoprotein-1Ib-II1a-Rezeptor-Inhibitoren

Die zunehmende Kenntnis der Thrombozytenfunktion bei kardiovaskuldren Erkrankungen hat
zur Entwicklung einer neuen Klasse von Medikamenten gefiihrt, die die Plattchenfunktion
kontrollieren. Sie haben eine Inhibition in der Finalphase der Plittchenaggregation (bei der
Bindung an Fibrinogen), vermittelt durch den Pléttchen-spezifischen GP-IIb-IIIa-Rezeptor
der Thrombozytenmembran, zum Ziel (92, 93). Eine Blockierung der Rezeptorbindung kann
durch synthetische Peptide als monoklonale Antikdrper erfolgen (94).

Eine Inhibierung dieses Rezeptors bedingt lediglich eine Aggregationshemmung, ohne die
Thrombozytenadhdsion stark zu beeinflussen, so dal eine Unterbindung der erhéhten
Héamostase nicht zu ischdmischen Schiden wie einer himorrhagischen Diathese fiihrt (95).
Azetylsalizylsdure (ASS) hat im Vergleich eine relativ schwache aggregationshemmende
Wirkung, aufgrund einer nur durch Thromboxan A, {bermittelten Inhibition der
Plattchenaggregation. Auflerdem fithrt ASS iiber den Cyclooxygenasen-Weg zu Storungen
der

Blutgerinnung (96).

25



Klinische Studien beziiglich der Anwendung der GP-IIb-IIla-Inhibitoren (Abciximab,
Lamifiban, Integrelin, Tirofiban, Eptifibatide) haben sich bisher nur auf Patienten
konzentriert, die sich einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) (93, 97,
98) unterziehen mufiten, unter instabiler Angina pectoris (99, 100) litten oder einen akuten
Myokardinfarkt (101, 102) {iberstanden hatten.

Eine Reihe von Untersuchungen weisen darauf hin, daB3 eine klinische Restenosierung nach
PTCA durch oben genannte pharmakologische Intervention vermindert werden kann (97, 98,

101).
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3.4.2 Faktor-V-Leiden (FVL)

Dahlbick et al. (103) beschrieben 1993 Gerinnungsdefekte, die mit einer deutlich erhdhten
Frequenz venoser und moglicherweise arterieller Thrombosen einhergehen. Bei Patienten mit
thrombophiler Diathese wurde nach Zugabe von aktiviertem Protein C (APC) eine inadidquat
geringe Verldngerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) festgestellt. Fiir
dieses Phianomen wurde der Begriff "APC-Resistenz" eingefiihrt. Aktiviertes Protein C ist
eine Schliisselkomponente im Gerinnungssystem. Nach seiner Aktivierung an der
Plattchenmembran durch den Thrombin-Thrombomodulin-Komplex (104) inhibiert es die
Gerinnungskaskade durch proteolytische Inaktivierung der prokoagulativen Faktoren Va und
VllIa (105). Der antikoagulative Effekt von APC wird durch die Anwesenheit von Protein S
als Kofaktor beschleunigt. Ein Defizit an Protein C oder Protein S kann - wie ein Mangel an

Antithrombin III (106) - rezidivierende thromboembolische Ereignisse induzieren (107, 108).

Ein Defekt des Gerinnungsfaktors V fiihrt zur Entwicklung einer APC-Resistenz (109).

Dies kann nach den Untersuchungen von Dahlbdck et al. (103) folgendermafen erklart
werden: Faktor V. hat neben seiner klassischen prokoagulatorischen Aufgabe, der
Kofaktorfunktion bei der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin durch Faktor Xa, auch
eine antikoagulatorische Wirkung. Er unterstiitzt aktiviertes Protein C als Kofaktor bei der
proteolytischen Inaktivierung von Faktor Va und VIlla. Durch Thrombinaktivierung erféhrt
der Faktor V eine Verstirkung seiner prokoagulatorischen und einen Verlust seiner

antikoagulatorischen Eigenschaften.

Von Betina et al. (110) konnte gezeigt werden, da3 der Phinotyp einer APC-Resistenz mit
einer Punktmutation im Faktor-V-Gen assoziiert ist: An der Nukleotidposition 1691 ist
Guanin durch Adenin ersetzt (Faktor V-Leiden). Bei den meisten Patienten mit einer
pathologischen APC-Resistenz wurde {bereinstimmend die Faktor-V-Leiden-Mutation
gefunden (111, 112, 113). Der Faktor V-Leiden liegt in der Haufigkeit fiir die APC-Resistenz
in allen publizierten Studien weit {iber derjenigen der antikoagulatorisch wirksamen Proteine
Antithrombin III, Protein C und S (114, 115, 116) und gilt deshalb als der hiufigste
Risikofaktor fiir venose erbliche Thrombophilie (110).
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Der durch die Mutation bedingte Aminosdurenaustausch fiihrt dazu, daBl im Faktor-V-
Molekiil an Position 506 Glutamin anstelle von Arginin eingebaut wird (111). Diese Mutation
verandert eine der Schnittstellen fiir aktiviertes Protein C im Faktor-V-Molekiil, womit die

proteolytische Inaktivierung des Faktor V durch Protein C verhindert wird (117).

Seit der Beschreibung des Phinomens der APC-Resistenz wurden mehrere Studien zur
Erfassung der Pravalenz der APC-Resistenz in der Normalbevolkerung und bei Patienten mit
thrombophiler Diathese verdffentlicht. In Studien von Voorberg (111), Rosendaal (118) und
Witt (119) wurde ein Vorkommen mit 18% (118) bis 30% (111) fiir eine Faktor-V-Leiden-
Mutation in heterozygoter Auspridgung bei Patienten mit tiefen Beinvenenthrombosen und
Lungenembolien angegeben. Die Haufigkeit des homozygoten Faktor-V-Leiden-Status wurde
mit 1,5% angegeben (118). Priavalenzen von bis zu 8% konnen in der Normalbevdlkerung
ermittelt werden (114).

Das relative Thromboserisiko kann auch anhand der Ausprigung der Faktor-V-Leiden-
Mutation abgeschitzt werden: Bei heterozygoten Gentragern ist es siebenfach und bei
homozygoten Gentrigern sogar 80fach erhoht (119). Bei gleichzeitiger Einnahme
Ostrogenhaltiger Ovulationshemmer erhoht sich das Risiko bei Heterozygoten auf das

30fache, bei Homozygoten sogar auf das 100fache (120).

Die Bedeutung der APC-Resistenz in der Pathogenese der Thrombose im arteriellen Kreislauf
ist derzeit noch ungeklart. Es liegen widerspriichliche Ergebnisse zur Rolle einer APC-
Resistenz bei Myokardinfarkt und zerebral arteriellen Gefalverschliissen vor (121, 122, 123,
124). Verschiedene Untersuchungen (125, 126, 127) gaben Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der Mutation und dem Auftreten arterieller

Thrombosen, andere widersprachen einem Zusammenhang (128, 129).
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3.4.3 Prothrombin

3.4.3.1 Allgemeines

1938 wurde von Seegers das Prothrombin, das als Glykoprotein in der Leber synthetisiert
wird, aus Plasma isoliert (61).
Prothrombin bildet die inaktive Vorstufe des Thrombin, einem Schliisselenzym in dem

Prozess der Hamostase und Thrombose (130).

3.4.3.2 Wirkweise

Der genaue Wirkmechanismus des Prothrombin bei der Thrombose-Entstehung ist bisher
noch unklar. Allerdings haben Untersuchungen festgestellt, dal erhohte Mengen an
Prothrombin das Gerinnungssystem und die Widerstandsfdhigkeit des Endothels gegeniiber
Thrombosen beeinflussen (131). Pathochemische Betrachtungen zeigten, daB3 eine - aufgrund
erhohter Spiegel des Proenzyms resultierende - gesteigerte Thrombingeneration das
Wachstum der glatten Muskelzellen stimuliert. Dies wiederum steigert oder fordert die
Entwicklung einer Atherosklerose (132).

Ein erhohter Prothrombin-Spiegel fiihrt zu einem Ungleichgewicht zwischen dem
prokoagulatorischen, antikoagulatorischen und fibrinolytischen System. Denn seine aktive
Form, das Thrombin spielt eine kritische Rolle in der normalen Blutgerinnung (133). Es agiert
sowohl als prokoagulierender Faktor durch die Plédttchenaktivierung und die Erzeugung von
Fibrin, Kofaktor Va, VIIIa und Faktor XIIIa als auch als antikoagulierender Faktor durch
Aktivierung des zirkulierenden Protein C (134, 135). Die Regulierung der Thrombinaktivitét
ist deshalb zur Aufrechterhaltung der hdmostatischen Balance von Bedeutung (136). Eine
Storung dieses Gleichgewichts fiihrt zu einem erhdhten Risiko, an einer Thrombose zu
erkranken. Im vendsen Gefillsystem wird dieses Ungleichgewicht durch die besonderen
physiologischen Verhiltnisse (fehlende Kontraktilitit der GefiBwand, dadurch vermehrte

Dilatation des Lumens, Stase) noch unterstiitzt.
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3.4.33 Prothrombin-Polymorphismen

Es wurden verschiedene Polymorphismen innerhalb des menschlichen Prothrombin-Gens
beschrieben (133).

Fiinf von ihnen resultieren in Substitutionen, die keinerlei Effekt auf die Aminoséuresequenz
des funktionsfahigen Proteins haben. Auch wurden einige seltene genetische Defekte, die fiir
Hypoprothrombindmien und Dysprothrombindmien verantwortlich sind, charakteriziert (133).
All diese Anomalien sind mit Blutungsstérungen assoziiert.

1996 wurde der G/A-Polymorphismus des Prothrombin auf dem Chromosom 11 an Position
11pl1ql2 von Swibertus et al. (137) entdeckt. Bei der Mutation handelt es sich um einen

Polymorphismus an Position 20210 mit Austausch der Nukleotide Guanin zu Adenin.

Es existieren drei Formen:

Wildtyp homozygot GG
heterozygot GA
homozygot AA

3.4.34 Prothrombin G20210A und Plasmafaktor-II-Spiegel

Trager des A-Allels in der heterozygoten Ausprigung haben im Vergleich mit der
Kontrollgruppe um 25% (138) erhohte Plasmaspiegel zirkulierenden Prothrombins und eine
hohere Prothrombinaktivitit (139, 140, 141). In einer Studie wurde gefunden, dal im
Vergleich zu heterozygoten Triagern die Prothrombinaktivitit bei homozygoten Trégern sogar
noch verstarkt ist (142).

Diese erhohten Prothrombin-Spiegel sind mit einer hoheren Thrombogenitit durch eine
vermehrte Thrombinformation assoziiert (138, 143). Dies 1dt auf einen Zusammenhang
zwischen der Mutation und einer exzessiven Thrombingeneration und damit einer

Aktivierung des Gerinnungssystems schlieBen (138).
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3.4.3.5 Prothrombin G20210A und venose Thrombose

Viele Untersuchungsgruppen (144, 145, 146) bestdtigten nach der Erstuntersuchung durch
Poort 1996 (131), daBB das G20210A Allel des Prothrombin-Gens ein wichtiger Faktor fiir
vendse Thrombosen darstellt. Klinische Manifestationen des heterozygoten Genotyps der
Mutation sind vendse Thromboembolien wie tiefe Venenthrombose, Lungenembolie und
superficiale Thrombophlebitis (131, 144, 145).

Es existiert wenig Information iiber homozygote Triger der Prothrombin-Mutation, da bisher

nur einige Fille beschrieben wurden (147, 148, 149).

3.4.3.6 Prothrombin G20210A und arterielle Thrombose

Interessante Bedeutung erlangte die Untersuchung von Meade et al. 1987, bei der die Rolle
des Thrombin in der Infarktgenese bewertet wurde (52). Die Untersuchungsgruppe zeigte, daf3
eine Vermehrung der Gerinnungsfaktoren I, VII und VIII einen ersten Herzinfarkt mit
groBerer Wahrscheinlichkeit als erhdhte Cholesterinspiegel hervorbringen konnen (52).

In einer Studie wurde bei der prophylaktischen Behandlung von Hémophilie A mit
Prothrombin-Komplex-Konzentraten zur Vermeidung von Blutungen ein gehéuftes Auftreten

von Myokardinfarkten beobachtet (150).

Die Rolle der Prothrombin-Variante fiir arterielle Thrombosen ist zur Zeit noch unklar (124,
139, 144. 145, 147, 148).

Einige Studien (138, 147, 151) fanden eine Assoziation zwischen dem Vorkommen des
Prothrombin-Polymorphismus und dem Risiko fiir einen Myokardinfarkt. Besonders
augenscheinlich trat dieser Zusammenhang in Kombination mit anderen kardialen
Risikofaktoren auf (147). Andere Untersuchungsgruppen sahen keinen Zusammenhang (124,

139, 144, 145, 148).
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3.4.4 Methvlentetrahvdrofolsiure-Reduktase (MTHFR)

34.4.1 Homozystein

Erstmals entdeckt wurde Homozystein 1932 von deVigneaud als ein Zwischenprodukt des
Methionin-Stoffwechsels (152). McCully machte dreilig Jahre spéter die klinische
Entdeckung, daBl ein Zusammenhang zwischen erhohtem Plasma-Homozystein und
vaskuldren Erkrankungen bestehen konnte (153). Die erste Studie zu Gesamthomozystein und
koronarer Herzkrankheit wurde von Kang et al. 1986 vorgestellt (154). Patienten mit
koronarer Herzkrankheit zeigten signifikant hohere Konzentrationen von Gesamthomozystein
im Vergleich zum Kontrollkollektiv (154). Seitdem haben zahlreiche Untersuchungen die
toxische Aminosdure Homozystein als unabhidngigen Risikofaktor fiir die Pathogenese
zerebraler, kardialer und peripherer arteriosklerotischer VerschluBBkrankheiten erkannt (155,

156, 157, 158, 159).

Neben den hereditiren Verdnderungen der Enzyme, die entweder zur Transsulfurierung
(Zystathionin-beta-Synthase) oder Remethylierung (5-Methylentetrahydrofolsdure, Betain-
Homozystein-Methylentransferase) notwendig sind, fiihren ebenso Defizite der am
Homozystein-Metabolismus beteiligten Kofaktoren (Vitamin Bj,, Vitamin Be und Folsdure),

zu erhohten Blutspiegeln an Homozystein (160, 161).

Abbildung 5: Abbauwege des Homozysteins
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3.44.2 Effekte von Homozystein auf Himostase (162) und Atherogenese (163)

1) Homozystein beeinflult die Widerstandsfihigkeit des Endothels gegeniiber Thrombosen

durch folgende Mechanismen:

- Verdickung der arteriellen Gefédfintima aufgrund erhdhter Ablagerungen von
Lipiden (157) und Proteinen in die GefdBwand (164) und Anregung der
Proliferation der glatten Muskelzellen in der GefaBwand (165)

- erhohte Ablosung von Endothelzellen an den Gefdflinnenwénden und Inhibition des
Endothelwachstums (166)

- eine Uberproduktion von Sauerstoffradikalen verursacht Intimaschiden, wirkt
thrombogen und lagert vermehrt Kalzium ein, was zur arteriosklerotischen

Plaquebildung fiihrt (157)

2) Homozystein beeinfluBlt das Gerinnungssystem durch Interaktion mit Gerinnungsfaktoren

und Thrombozyten durch:

- Verdnderung des Gleichgewichts zwischen prokoagulatorischen und
antikoagulatorischen Faktoren zugunsten der Koagulation (167)
- verminderte Sekretion der thrombolytischen Faktoren Thrombomodulin (168)
und Protein C und Reduzierung der Aktivitdt des Protein C (169) und AT III (170)
- gestorte Umwandlung des von-Willebrand-Faktors (171) und Faktor VII (172)

3.443 Methylentetrahydrofolsiure-Reduktase (MTHFR) C677T

Homozysteinurie und Hyperhomozysteindmie werden durch genetische Defekte des Enzyms
MTHFR des Homozystein-Metabolismus bedingt (173). Genetische Analysen enthiillten
hierbei neun Mutationen fiir einen MTHFR-Defekt (174, 175).

In den letzten Jahren wurde eine moderate Hyperhomozysteindmie entdeckt, die mit
pramaturen vaskuldren Erkrankungen bei Erwachsenen assoziiert ist, aber der geistigen und

Skelett-bezogenen Charakteristika der Homozysteinurie bei Kindern entbehrte (176).
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Von Kang et al. (177) wurde eine thermolabile Variante der Methylentetrahydrofolsdure-
Reduktase entdeckt, die durch eine Punktmutation auf dem Chromosom 1p36.3 (175)
hervorgerufen wird. Erst 1996 konnte die kodierenden Sequenz an Position 677 entdeckt
werden. Es erfolgt hierbei ein Austausch von Cytidin gegen Thymidin, der zu einem Wechsel
der korrespondierenden Aminosduren Alanin gegen Valin fiihrt (178, 179). Sie stellt den
hdufigsten genetischen Defekt im Homozystein-Metabolismus dar. Sie weist eine um 50%
verminderte Enzymaktivitit auf, so dal es zur vermehrten Anhdufung von Homozystein
kommt (180). Auffillig war die Thermolabilitit unter spezifischen Konditionen der

Hitzeinaktivierung bei 46°C (181).

Es existieren drei Formen:

1) homozygote Form TT
2) heterozygote Form CT
3) Wildtyp CC

Diese Mutation wurde in 38% (heterozygot) bzw. 15% (homozygot) koronarerkrankter
franzosischer Kanadier gegeniiber 45% (heterozygot) bzw. 14% (homozygot) der allgemeinen
Bevolkerung Kanadas gefunden (47, 182). Eine andere Gruppe fand 5% homozygote Triager
dieser Mutation (46) in ecinem Koronarkollektiv. Eine Korrelation mit erhohten
Homozysteinwerten zeigte sich in einer Studie nur in der homozygoten Auspriagung (179). In
einer anderen Studie ergab sich ein positiver Zusammenhang zwischen der Schwere der
Koronararterienstenose und der Anwesenheit der thermolabilen MTHFR (183). Diese
Assoziation war dabei unabhdngig von den anderen bekannten Risikofaktoren fiir koronare
Herzkrankheit (183). Wieder andere Studien hielten diesen Defekt nicht fiir einen

unabhingigen Risikofaktor fiir atherothrombotische vaskulidre Erkrankungen (184, 185).
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4. Stenosierung nach Bypass-Operation

Nach der koronaren Bypass-Operation werden im allgemeinen die pektangindsen
Beschwerden gelindert und die Lebenserwartung verbessert. Jedoch wird die koronare
Gefil3sklerose durch die Operation nicht geheilt. Vielmehr kdnnen nach unterschiedlich
langen Zeitrdumen postoperativ erneut Symptome der Myokardischdmie auftreten. Das
Zeitintervall zwischen Operation und dem Auftreten der ersten erneuten Symptome von
Angina pectoris ist unterschiedlich lang. Untersuchungen von ca. 5000 Patienten nach
koronarer Bypass-Operation zeigen, dafl ein Jahr nach Operation etwa 5% der Patienten
wieder Angina pectoris hatten, nach 5 Jahren 17% und nach 10 Jahren 37% (186, 187).
Haufig ist die Angina pectoris innerhalb des ersten postoperativen Jahres auf eine inkomplette
Revaskularisierung oder einen Frithverschlul des Bypasses zuriickzufiihren (188). 5 Jahre
postoperativ liegt dagegen meist eine Stenosierung des Bypasses bzw. ein Fortschreiten der

koronaren GefaBsklerose an den Nativgefia3en zugrunde (189).

Die Stenosierungsrate der vendsen Koronarbypisse kann in drei Phasen unterteilt werden

(190, 191, 192):

1. frithe postoperative VerschluBphase (innerhalb eines Monats nach Operation)
hiufig hervorgerufen durch die operativ bedingte Endothelldsion und technische
Faktoren bei der Graftanlage und dadurch bedingte thrombotische Okklusionen. Eine

Beeinflussung durch Aggregationshemmer ist moglich.

2. Zwischenphase (innerhalb des ersten postoperativen Jahres)
als Folge einer Endothelldsion kommt es zur Plittchenaggregation mit Freisetzung
von Wachstumsfaktoren und nachfolgender Proliferation und Einwanderung glatter
Muskelzellen in die Intima. Diese Intimaverdickung wird nicht durch die
Anwendung von Plittchenaggregationshemmern verhindert und ist als Frithstadium
einer atherosklerotischen Plaqueentstehung anzusehen. In der Regel wird in diesem
Stadium das Gefdll durch atherosklerotische Gefafverdnderungen nur geringgradig
stenosiert. Ein GraftverschluB in dieser Phase ist dementsprechend primér durch eine

begleitende Thrombose bedingt.
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3. spéte VerschluBBphase (spéter als ein Jahr nach Operation)
hierbei handelt es sich um eine fortgeschrittene Atherosklerose des Grafts mit
aufgepfropfter Thrombose, vergleichbar mit den Verdnderungen an den nativen
Koronararterien. Hier ist eine Lipideinlagerung von Bedeutung. In diesem Sinne
spielen die klassischen Risikofaktoren der Atherosklerose fiir diese Phase eine

entscheidende Rolle.

Aufgrund unterschiedlicher Ursachen der Stenosierung ergeben sich je nach Stadium
differierende Therapien. So zeigen Studien (193), daB3 bis zu einem Jahr nach Operation ein
Frithverschlu des Bypasses durch Azetylsalizylsdure (ASS) bzw. orale Antikoagulation
reduziert werden kann. In der Spétphase hingegen ist eine Stenosierung nur durch massive
Senkung des Low-Density-Cholesterins durch eine Lipid-senkende Therapie beeinfluflbar
(194). Die Wichtigkeit der Lipidsenkung erklért sich aufgrund der etablierten Assoziation der
VerschluBBrate mit erhohten Serumspiegeln von LDL-Cholesterin und verminderten HDL-

Spiegeln (192).

Aufbauend auf die dargestellten pathophysiologischen Abldufe mit primér thrombogenen
Effekten innerhalb des ersten Jahres nach Bypass-Operation und primédr durch
atherosklerotische Verdanderungen bedingte Komplikationen im weiteren Verlauf haben wir

die im ndchsten Abschnitt beschriebene Fragestellung entwickelt.
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5.  Fragestellung

Da durch den immer hiufigeren Einsatz chirurgischer Interventionen die Bedeutung der
Komplikationen nach Bypass-Operation im Sinne eines thrombotischen Verschlusses
zugenommen hat, gilt es, neue therapeutische Ansdtze zu finden. Trotz des FEinsatzes
medikamentoser Therapien zur Vermeidung von Stenosen nach Bypass-Operation, kann auch
bei Patienten mit medikamentds eingestelltem oder geringem kardialen Risikoprofil eine
Stenosierung der Bypésse schon nach kurzer Zeit beobachtet werden. Die im vorangegangen
Abschnitt dargestellten pathophysiologischen Mechanismen sprechen dafiir, dafl der Bypass-
VerschluBB innerhalb des ersten postoperativen Jahres bei nur geringgradig sklerotisch
verdanderten GefdBlen vorwiegend durch thrombogene Mechanismen bedingt ist (195). Vor
diesem Hintergrund stellten wir die Frage, inwieweit thrombogene Risikofaktoren der
plasmatischen Himostase oder Risikofaktoren der Pldttchenthrombogenitét eine Bedeutung

fiir den postoperativen Verlauf innerhalb des ersten Jahres nach Bypass-Operation haben.

Als Risikofaktor der Pliattchenthrombogenitit wird insbesondere ein Polymorphismus des
Glykoprotein IIb-I1Ta-Komplexes diskutiert:
Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1, Kapitel 3.4.1)

Als Risikofaktoren der plasmatischen Hdmostase sind seit einigen Jahren folgende genetische
Mutationen bekannt:

Faktor-V-Leiden (Kapitel 3.4.2)

Prothrombin G20210A (Kapitel 3.4.3)

Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase 677TT (Kapitel 3.4.4)

Unter der Hypothese, dal3 das Risiko fiir einen GefdBBverschlul nach Bypass-Operation in
Abhidngigkeit von HPA-1, Faktor-V-Leiden, Prothrombin G20210A oder der
Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase 677TT erhoht ist, ergab sich unsere Studie unter
folgendem Protokoll (Kapitel II).
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IT Patienten und Methoden

In unsere randomisierte Studie wurden Patienten, die vom Januar 1996 bis Mai 1997 in der
Chirurgischen Klinik, Abteilung fiir Thorax- und Kardiovaskuldre Chirurgie der Heinrich-
Heine-Universitdt Diisseldorf, mithilfe der Herz-Lungen-Maschine am offenen Herzen
operiert wurden, aufgenommen. Es wurden alle in diesem Zeitraum operierten Patienten vor
der geplanten Operation angeschrieben und nach der Bereitschaft zur Teilnahme an dieser
Studie befragt.

Die Studienteilnehmer wurden iiber den Zweck der Studie aufgekldart und gaben ihr
schriftliches Einverstdndnis. Von jedem Patienten wurden zwei Blutproben entnommen, ein
EDTA-R6hrchen zur spéteren Genotypisierung und ein Serumréhrchen zur Bestimmung des
préoperativen klinisch-chemischen Risikoprofils.

Bei den untersuchten molekulargenetisch determinierten Markern handelte es sich um
Human- Platelet -Antigen- 1, Faktor-V-Leiden, Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase-
C677T, Prothrombin-G20210A.

In der Studie erfolgte die Erfassung der Verlaufsparameter mittels Fragebogen, die ein halbes
und ein Jahr nach Operation versandt wurden. Besondere Bedeutung fanden dabei
Verianderungen im Risikoprofil und klinische Daten der Befindlichkeit, die als Hinweis auf
eine mogliche Stenosierung dienen sollten. Bei Patienten mit postoperativen Auffilligkeiten
erfolgte eine angiographische Diagnostik.

Nach Ausschlu3 von Patienten, die die geforderten EinschluBkriterien nicht erfiillt haben,
wurde die Untersuchung an einem Kollektiv von 344 Patienten durchgefiihrt. Davon zdhlten
261 Patienten zur Gruppe der Individuen, die aufgrund einer koronaren Herzerkrankung eine
Bypass-Operation erhielten (KHK-Gruppe) und 83 Patienten zum Kontrollkollektiv (Zustand

nach Herzklappenersatz).
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1 Patientenkollektive

Die Studienteilnehmer wurden in zwei Kohorten unterteilt. Die eine bildete die an einer
koronaren Herzkrankheit (KHK) Erkrankten (Gruppe I), die aufgrund ihrer Symptomatik
einer Operation zugefiihrt wurden. Das Kontrollkollektiv (Gruppe II) besteht aus Patienten
mit operierten Klappenfehlern ohne eine koronare Herzerkrankung. Der Ausschlul3 einer
Koronarerkrankung erfolgte angiographisch.

Besonderes Augenmerk galt den KHK-Patienten, deren Verlauf nach Bypass-Operation
verfolgt wurde. Die Kontrollgruppe diente zur Evaluation der Risikoprofile zum

praoperativen Zeitpunkt (Kapitel 2.1).

Patientenkollektive:

Gruppe I : KHK-Patienten (mannlich oder weiblich) ohne Altersbegrenzung

Gruppe II : Patienten (ménnlich oder weiblich) mit Klappenvitien ohne KHK und ohne

Altersbegrenzung
Zur Priifung einer Abhédngigkeit der Prdvalenz der genetischen Marker vom Alter der

Patienten wurden die Patienten in Altersgruppen unterteilt und auf prozentuale Haufigkeit der

zu untersuchenden Faktoren iiberpriift.

1.1 Ausschluffkriterien

1) Patienten, die an einer Klappe operiert und gleichzeitig einer Myokardrevaskularisation

unterzogen wurden

2) Patienten mit unvollstindigem Datensatz der priaoperativen und Verlaufsparameter
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1.2  Durchfiihrung der Studie

Folgende Untersuchungen wurden praoperativ durchgefiihrt:

1) Entnahme einer Blutprobe (EDTA-Ro6hrchen) zur Genotypisierung auf HPA-1, Faktor-V-
Leiden, Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase-C677T und Prothrombin-G20210A.

2) Entnahme einer zweiten Blutprobe (Serumrdhrchen) zur Feststellung der Lipidparameter
Gesamtcholesterin, HDL-, LDL-Cholesterin und der Triglyceride.

3) Koronarangiographie pra-operativ zum Ausschlufl einer KHK bzw. zur Darstellung der

stenosierten GefaBBabschnitte

Unterteilt wurde die Studie in einen retrospektiven Teil A zur Feststellung der Priavalenz der
potentiellen Marker und des Risikoprofils vor der Operation und einen prospektiven Teil B

zur direkten Verlaufsbeobachtung.

Im ersten Teil der Studie stellten wir das praoperative Risikoprofil des Kontrollkollektivs dem
préoperativen Risikoprofil der KHK-Gruppe gegeniiber. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte auch
ein  Vergleich in der Pridvalenz der Marker HPA-1, Faktor-V-Leiden,
Methylentetrahydrofolsédure-Reduktase C677T und dem Prothrombin G20210A beider
Gruppen.

Mittels einer Fragebogenerhebung wurden im prospektiven Teil Daten erstellt, die eine
Beurteilung des Therapieerfolges sowie des weiteren Verlaufes ein halbes und ein Jahr nach
der Operation erlaubten. Die Fragebdgen ermittelten die postoperativen klinischen Daten und
biochemischen Laborwerte (vgl. 2.1). In diesem zweiten postoperativen Teil stellten wir der
KHK-Gruppe mit Komplikationen die KHK-Gruppe ohne postoperative Komplikationen
gegeniiber. Auch hier verglichen wir sowohl das Risikoprofil als auch die Pridvalenz der
Marker Human Platelet Antigen 1, Faktor-V-Leiden, Methylentetrahydrofolsdaure-Reduktase
C677T und des Prothrombin G20210A.

Als Komplikationen wurden postoperativer Myokardinfarkt, Bypass-VerschluB und

Todesereignis definiert. Postoperativ auftretende Angina pectoris und Dyspnoe fanden als
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unspezifische Ereignisse keine Berlicksichtigung. Eine erneute Koronarangiographie wurde
nur bei klinisch auffilligen Patienten (anhaltende nitronegative Angina pectoris-

Beschwerden) veranlaf3t.

Wir fiihrten weiterhin eine Unterscheidung nach dem Zeitpunkt des Auftretens der Ereignisse

durch: innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage und mehr als 30 Tage nach der Operation.

1.3 Patientendaten

Von jedem Patienten wurden folgende Daten erhoben:

Stammdaten:

Geschlecht

Alter

Grofle

Gewicht

Operationsdatum

Datum der Koronarangiographie.
Rezidivoperationen mit Datum

Klinische Daten:

allgemeine kardiovaskuldre Risikofaktoren

Nikotinabusus (friiher, jetzt, Dauer des Abusus, Pdckchen pro Tag, post-OP,
packyears)

Hyperlipoproteindmie (HDL-, LDL-, Gesamt-Cholesterinwerte, Triglyceride pri- und
postoperativ)

Diabetes mellitus (Dauer, Medikation, Dauer der Medikation, HbA 1,
Blutzuckerwert pra- und postoperativ)

familidre Disposition

Hypertonie (Dauer, Medikation, syst. und diast. Blutdruckwert pra- und postoperativ)

Adipositas als body mass index (kg/m?)

Fibrinogenwerte priaoperativ

Thrombozytenzahlen prioperativ
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klinische Symptomatik

Auftreten eines Myokardinfarkt und Rezidive mit Zeitpunkt
Angina pectoris pra- und postoperativ

Dyspnoe pri- und postoperativ

Auftreten eines Apoplex und Rezidive mit Zeitpunkt
Auftreten von vendsen Thrombosen mit Zeitpunkt

Begleiterkrankungen
periphere arterielle VerschluBkrankheit
Arteria carotis interna- und Arteria carotis externa-Stenose

Zustand nach Schrittmacherimplantation
chronisch obstruktive Pulmonalerkrankung

Medikation pré- und postoperativ
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FRAGEBOGEN 1

Die Beantwortung erfolgte ein halbes Jahr postoperativ

Nehmen Sie Medikamente gegen hohen Blutdruck?
Wann wurde der Bluthochdruck festgestellt?

Rauchen Sie?

Seit wann rauchen Sie ?

Wieviele Jahre haben Sie geraucht?

Wieviele Zigaretten haben Sie geraucht oder rauchen Sie jetzt?

Haben Sie seit der Operation an Gewicht zu- oder abgenommen?
Wieviele Kilogramm haben Sie zu- oder abgenommen?

Haben Sie wieder Angina-Pectoris-Beschwerden (Schmerzen in der Brust)?
Sind diese Schmerzen leicht, mittel oder schwer?

Treten diese Schmerzen bei Belastung und/oder in Ruhe auf?

Wann sind diese Schmerzen wieder aufgetreten?

Hatten Sie einen oder mehrere Herzinfarkte?
Wann waren diese Infarkte (Monat/Jahr)?

Sind bei Ihnen Ballondilatationen (Aufweitung der Herzkranzgeféf3e) durchgefiihrt worden?
Wann sind diese vorgenommen worden (Monat/Jahr)?

Sofern Sie es wissen, bitten wir Sie um Eintragung folgender Werte:
GrofBe:

Gewicht:

Blutzucker:

Cholesterin:

Blutdruck:
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FRAGEBOGEN 2

Die Beantwortung erfolgte ein Jahr postoperativ

Haben Sie wieder Atembeschwerden nach der Operation?
Wann sind diese Atembeschwerden erneut aufgetreten (Monat/Jahr)?

Haben Sie wieder Angina-Pectoris-Beschwerden (Schmerzen in der Brust)?
Wann sind dieser Herzschmerzen erstmals wieder aufgetreten (Monat/Jahr)?

Haben Sie nach der Operation einen Schlaganfall erlitten?
Wann ist dieser aufgetreten (Monat/Jahr)?

Ist bei Thnen eine Zuckerkrankheit (Diabetes) bekannt?
Seit wann besteht diese Erkrankung (Monat/Jahr)?
Nehmen Sie Insulin?

Seit wann nehmen Sie Insulin (Monat/Jahr)?

Haben Sie nach der Operation wieder das Rauchen angefangen?
Seit wann rauchen Sie wieder?
Wieviele Zigaretten rauchen Sie am Tag?

Hatten Sie schon einmal eine Thrombose (Venenverschliisse durch Gerinnsel) in den Beinen?
Wann war das (Monat/Jahr)?

Haben Sie friiher orale Kontrazeptiva (Antibabypille) eingenommen?
Falls Sie sich erinnern, welches Préparat?
Bekommen Sie seit den Wechseljahren eine hormonale Ersatzbehandlung?

Wieviel wiegen Sie zur Zeit?

Welche Medikamente nehmen Sie zur Zeit?

Wenn moglich tragen Sie bitte in Riicksprache mit Threm Hausarzt folgende Werte ein:

Blutzucker
Cholesterin-Gesamt
HDL-Cholesterin
LDL-Cholesterin
Triglyceride

Blutdruck

bei Diabetikern HbAlc
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2. Methoden

2.1 Genotypisierung

Zur Genotypisierung von Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1), Faktor-V-Leiden (FVL),
Methylentetrahydrofolséure-Reduktase (MTHFR) C677T und Prothrombin G20210A wurde
DNA aus Leukozyten extrahiert und der zu untersuchende Genabschnitt mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und vervielfdltigt. In einem zweiten Schritt
wurde die nachzuweisende Mutation bzw. der Polymorphismus mittels allelspezifischer
Restriktionsenzymanalyse (ASRA) und Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese nachgewiesen
(196).

2.1.1 Allgemeine Molekularbiologische Methoden

1. Isolation nukleédrer Zellen (DNA-Praparation)
Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Nachweismethode: allelspezifische Restriktionsenzymanalyse (ASRA)

hal

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

1. DNA-Isolierung

200ul Vollblut werden tiber Nacht zum Zwecke der Teillyse der Erythrozyten eingefroren.
Nach dem Auftauen wird das Vollblut mit Iml Aqua destillata versetzt, um durch diese
hypoosmotische Losung eine endgiiltige Lyse der Erythrozyten zu ermdglichen. Die lysierten
Erythrozyten verbleiben dabei in Losung, wihrend die stabileren Leukozyten durch
Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 5500 U/Min pelletiert werden konnen. Der Uberstand mit
den lysierten Erythrozyten wird abgegossen, da die Porphyrinverbindungen die PCR
hemmen. Die pelletierten Leukozyten werden dann mit 1ml PBS-Puffer gewaschen. Dieser
ProzeB mit Zentrifugation, Verwerfen des Uberstandes und erneute Zugabe von PBS-Puffer
wird mehrfach  wiederholt bis das Pellet keine Verunreinigungen durch
Erythrozytenmembranen mehr aufweist. Danach wird das Pellet in 200ul 5%igem Chelex
gelost. Das Chelex dient zur Bindung der Ionenreste im Pellet, die durch Inkubation fiir 30

45



Minuten im 56°C Wasserbad ermoglicht wird. Anschlieend erfolgt eine Mischung mit
Vortex fiir 10 Sekunden (197). Die darauffolgende 8-miniitige Inkubation im 100°C
Wasserbad bewirkt eine Freisetzung der DNA aus den Leukozyten. Die Reaktionsmischung
wird erneut fiir 10 Sekunden mittels Vortex gemischt, anschlieend werden die Zelltriimmer

bei 3 Minuten mit 12500 U/Min abzentrifugiert (198). Vom DNA-haltigen Uberstand werden

2ul abpipettiert und kdnnen in die PCR eingesetzt werden.

2. PCR

2ul der Proben-DNA wird in 96er Mikrotiterplatten (MWG, Ebersbach) gegeben und unter
Benutzung eines programmierbaren Thermo-Cyclers (Perkin-Elmer, Weiterstadt) sowie unter
Hinzufiigen eines PCR-Gemisches amplifiziert. Der Thermocycler gewéhrleistet und
tiberwacht hierbei die Temperatureinstellungen der einzelnen Schritte der PCR: Zunéchst
wird die zu amplifizierende DNA in Einzelstrang-DNA {iberfiihrt (denaturiert). Die
Einzelstringe dienen als Vorlage zur Synthese neuer DNA. Als Primer fiir die DNA-Synthese
verwendet man synthetische Oligonukleotide. Jeder Amplifikations-Zyklus besteht aus drei
zeitlich genau abgestimmten Reaktionen, fiir die unterschiedliche Reaktionstemperaturen

notwendig sind (196).

. Denaturierung des DNA-Templates
Der DNA-Doppelstrang trennt sich bei 94 °C in zwei Einzelstrange auf.

. Anealing der Primer
An die komplementdren Sequenzen der aufgeschmolzenen Einzelstringe
hybridisieren die spezifischen Primer bei einer speziellen Anealing-Temperatur
von ca. 55°C.

. Elongation
Die DNA-abhéingige Tag-DNA-Polymerase synthetisiert bei 72 °C ausgehend
von den freien 3" OH-Enden der Primer komplementir zum Template die neue
DNA aus den zugegebenen Desoxyribonukleotidphosphaten (dNTP’s) ATP,
GTP, CTP und TTP. Die dabei verwendete Taq-DNA-Polymerase ist
thermostabil und somit auch bei den hohen Temperaturen wéhrend der

Denaturierung in der Lage, ihre Funktionsfahigkeit zu behalten.
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Das Amplifikat kann im Anschlufl nachgewiesen und weiter analysiert werden.

3. Nachweismethode ASRA (199)

Die Restriktion der amplifizierten DNA-Fragmente dient der Detektion von Punktmutationen,
die innerhalb der spezifischen Erkennungsstelle der Restriktionsenzyme liegen. Die hier
angewendeten Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die die DNA nur an bestimmten
Nukleotidsequenzen (Erkennungssequenzen) schneiden. Tritt eine Punktmutation auf, so
kommt es zu einer neuen Erkennungsstelle, die von den Restriktionsenzymen erkannt wird
und zu einer neuen Schnittstelle fiihrt. Die so entstehenden neuen Fragmente lassen aufgrund
ihrer unterschiedlichen Linge Riickschliisse auf Vorhandensein oder Abwesenheit der

Punktmutation zu.

4. Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Fir die Auftrennung der erzeugten DNA-Fragmente werden horizontale Flachbett-
Polyacrylamid-Gelsysteme benutzt. Hierzu werden 12% Polyacrylamid-Gele (ein Gemisch
aus 7,5ml Wasser, 4,5ml 40%igen AccuGel 29:1, 3ml 35mM TRIS-Puffer, 105ul 10%
Ammoniumpersulfat als Vernetzer und 5,3ul TEMED, in dem ein Initiator fir die
Quervernetzung enthalten ist) auf Gelbond® PAG-Film gegossen. Die DNA-Fragmente (2,5
ul der Patientenproben) werden auf das Gel aufgetragen und anschlieBend einem elektrischen
Feld ausgesetzt, wodurch die Fragmente aufgrund ihrer unterschiedlichen Linge und
FlieBgeschwindigkeit im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Durch Einlegen in eine 1%ige
Salpetersdure fiir 3 Minuten erfolgt eine Ausfillung und Fixierung der Nukleinsiduren. Die
anschlieBende Silberfarbung mit 0,4%igem Silbernitrat fiir 20 Minuten ermdglicht durch
Assoziation der DNA mit den Silberionen ein Sichtbarmachen der Fragment-Banden. Das
Gel wird mit aqua destillata gewaschen und anschlieBend mit NA,COs-Entwickler behandelt.
Dieser Schritt reduziert die Silberionen zu metallischem Silber. Um diesen Prozel3 zu stoppen,
legt man das Gel in 10%ige Essigsdure ein und spiilt mit aqua destillata. Anhand
mitgelaufener Kontroll-Fragmente (Standards) mit spezifischer Fragment-Lénge (d.h. mit
bekannter Sequenz) ist eine Identifizierung der Nukleinsiuren moglich. Uber die

Wanderungsstrecke kann die Anzahl der Basenpaare bestimmt werden.
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2.1.2 Material

Proteine
Taq-DNA-Polymerase Fa. Boehringer, Mannheim
Ampli-Tag-Gold Fa. Perkin-Elmer, USA
Restriktionsenzym Msp I Fa. New England Biolabs, USA
Restriktionsenzym Mnl 1 Fa. New England Biolabs, USA
Restriktionsenzym Hind III Fa. New England Biolabs, USA
Restriktionsenzym Hinf [ Fa. New England Biolabs, USA

Nukleotide und Nukleinsduren

Adenosin 5 -triphosphat Fa. Perkin-Elmer, USA

Guanosin 5’-triphosphat Fa. Perkin-Elmer, USA

Cytidin 5’-triphosphat Fa. Perkin-Elmer, USA

Thymidin 5 -triphosphat Fa. Perkin-Elmer, USA

DNA-Lingenstandard IX Fa. Boehringer, Mannheim

123 bp DNA-Marker Life Technologies, USA
Feinchemikalien

AccuGel® 29:1 Acrylamid-Bisacrylamid Lsg. Fa. Biozym, Oldendorf

TEMED Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala

Agarose Fa. Serva, Heidelberg

Chelex 100 Fa. Bio Rad, USA

Ammoniumperoxodisulfat (APDS) Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala

Bromphenolblau Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala

Glycerol Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala

Silbernitrat Fa. Merck, Heidelberg

Mineralol Fa. Sigma
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. Allgemeine Puffer

PBS-Puffer, pH 7,3 Fa. Serag-Wiessner, Naila / Bayern
(NaCl, KCl, K-Dihydrogenphosphat, Dinatriumhydrogenphosphat)

PCR-Puffer I, pH 8,3 Fa. Bohringer, Mannheim
(Tris-Puffer, MgCl,, KCI)

PCR-Puffer 11 Fa. Perkin-Elmer, USA

Tris-Sulfat-Puffer, pH 9,0
Tris-Borat-Puffer, pH 9,0

Verschiedenes
Gelbond® PAG-Film Fa. Biozym, Oldendorf
Aqua ad iniectabila, steril u. pyrogenfrei Fa. Delta Pharma, Pfullingen

Na,CO;s-Entwickler Fa. Merck, Heidelberg
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2.1.3 Bestimmung von Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1)

Zur Bestimmung dieser Mutation erfolgte nach DNA-Extraktion und —Amplifikation in der
PCR eine Spaltung mit dem Restriktionsenzym Msp I. Bei Vorhandensein dieser Mutation
resultieren im Vergleich zur normalen Auspragung DNA-Fragmente anderer Grofe, die

elektrophoretisch unterschieden werden konnen. Die Mutation erscheint in heterozygoter und

homozygoter Auspragung.

Die Identifizierung dieser Mutation erfolgte nach folgendem Protokoll:

. PCR-Protokoll

Reagenz: Probe
Aqua destillata 17,50ul
10 x PCR-Puffer PE 2,50ul
dNTP (je) 0,50ul
Primer 1 nach Unkelbach (200) 0,25ul
Primer 2 nach Unkelbach (200) 0,25ul
MgCl, 1,00ul
Tag-Polymerase Gold 0,50ul
Volumen gesamt 24,00l
PCR-Mix DNA Endvolumen
Ansatz-Volumina:  24pul Sul 29ul
Programmverlauf: touch down § (annealing Temperatur nimmt jeden Zyklus um 1 Grad ab)
Temperatur (°C) 95 95 67§ 72 95 58 72 72 4

Zeit (Min.: Sek.) 10:00 (0:30 0:30 1:00
Zykluszahl 9

0:30 0:30 0:45 | 5:00 endlos

30
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Primer-Sequenzen:
Primer 1: 5-CTG CAG GAGGTA GAG AGT CGC CAT AG-3
Primer 2: 5-CTC CTC AGA CCT CCA CCT TGT GCT CT-3

Amplifikat: 338 bp

ASRA-Protokoll

Reagenz: Probe

Aqua destillata 6,20ul
10x PCRL 1,25ul
Enzym Msp I 0,50ul
Volumen gesamt 7,95ul

ASRA-Mix  Amplifikat

Ansatz-Volumina:  7,5ul Sul

Programm: 60 Minuten 37°C, 10 Minuten 90°C

Genotyp-Fragmente (bp):

HPA 1la/la 279,197, -
HPA 1a/lb 279,197,173
HPA 1b/1b -, 197,173

51



Abbildung 6: Genotypisierung des HPA-1b nach DNA-Amplifikation und allelspezifischem

Restriktionsenzymverdau
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1 = Proben von Patienten mit homozygotem Genotyp (HPA 1blb, 197 Basenpaare + 173 Basenpaare)

2 = DNA-Léngenstandard IX (Bohringer Mannheim)

3 =Proben von Normalpersonen (HPA lala, 279 Basenpaare + 197 Basenpaare)

4 = Proben von Patienten mit heterozygotem Genotyp (HPA lalb, 279 Basenpaare + 197 Basenpaare + 173 Basenpaare)
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2.1.4 Bestimmung von Faktor-V-Leiden (G1691A)

Auf dem Chromosom 1 (1g21-25) ist das FV-Gen lokalisiert, in dem im Exon 10 die
G1691A-Mutation zu finden ist. Zur Bestimmung dieser Mutation erfolgte nach DNA-
Extraktion und —Amplifikation in der PCR eine Spaltung mit dem Restriktionsenzym Mnl I.
Bei Vorhandensein des Faktor-V-Leidens resultieren im Vergleich zu normalen Faktor-V-
Allelen DNS-Fragmente anderer Grofle, die elektrophoretisch unterschieden werden kdnnen.

Die Mutation erscheint in heterozygoter und homozygoter Auspragung.

Die Identifizierung dieser Mutation erfolgte nach folgendem Protokoll:

PCR-Protokoll

Reagenz: Probe

Aqua destillata 16,00ul
10 x PCR-Puffer BM 2,50ul
dNTP (je) 0,50ul

Primer 1 nach Ridker (240) 100pmol/pl 0,25ul
Primer 2 nach Ridker (240) 100pmol/ul 0,25ul

MgCl, 2,00ul
Tag-Polymerase BM 0,25ul
Volumen gesamt 23,25ul
PCR-Mix DNA Endvolumen
Ansatz-Volumina:  22,50ul Sul 27,5ul
Programmverlauf: touch down § (annealing Temperatur nimmt jeden Zyklus um 1 Grad ab)

Temperatur (°C) 94 94 65§ 72 94 56 72 72 4
Zeit (Min.: Sek.) 5:00 {0:30 0:30 1:00| 0:30 0:20 0:45 | 5:00 endlos
Zykluszahl 9 30
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Primer-Sequenzen:

Primer 1: 5-ACC CAC AGA AAA TGA TGC CCA -3
Primer 2: 5-TGC CCC ATT ATT TAG CCA GGA -3

Amplifikat: 223 bp

ASRA-Protokoll

Reagenz: Probe
Aqua destillata 17,15ul
10x PCR L 2,50ul
Enzym Mnl | 1,00ul
BSA 0,25ul
Volumen gesamt 7,95ul

ASRA-Mix  Amplifikat

Ansatz-Volumina:  20ul Sul

Programm: 60 Minuten 37°C, 10 Minuten 90°C

Genotyp-Fragmente (bp):

Wildtyp (normal) - ,104, 82
Heterozygot 141, 104, 82
Homozygot 141,- ,82
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Abbildung 7: Genotypisierung der Faktor V G1691A-Mutation (Faktor V-Leiden) des
Faktor V nach DNA-Amplifikation und allelspezifischem Restriktions-

enzymverdau
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1 = DNA-Langenstandard IX (Bohringer-Mannheim)

2 = 123 Basenpaare-DNA-Standard (Firma GIBCO)

3 = Faktor V-Leiden Amplifikatbande 223 Basenpaare

4 = Proben von Normalpersonen (104 Basenpaare + 82 Basenpaare)

5 = Proben von Patienten mit homozygotem Genotyp (141 Basenpaare + 82 Basenpaare)

6 = Proben von Patienten mit heterozygotem Genotyp (141 Basenpaare + 104 Basenpaare + 82 Basenpaare)

55



2.1.5 Bestimmung von Prothrombin (G20210A)

Das Prothrombin-Gen ist auf Chromosom 11 (11q11-12) zu finden, wobei die G20210A-
Mutation im nicht translatierten 3’-Bereich lokalisiert ist. Zur Bestimmung dieser Mutation
erfolgte nach DNA-Extraktion und —Amplifikation in der PCR eine Spaltung mit dem
Restriktionsenzym Hind III. Bei Vorhandensein dieser Mutation resultieren im Vergleich zur
normalen Ausprigung DNS-Fragmente anderer Grofle, die elektrophoretisch unterschieden

werden konnen. Die Mutation erscheint in heterozygoter und homozygoter Auspragung.

Die Identifizierung dieser Mutation erfolgte nach folgendem Protokoll:

. PCR-Protokoll

Reagenz: Probe

Aqua destillata 16,00ul
10 x PCR-Puffer PE 2,50ul
dNTP (je) 0,50l

Primer 1 nach Poort (131) 100pmol/ul 0,25ul
Primer 2 nach Poort (131) 100pmol/ul 0,25ul

MgCl, 2,00ul
Taqg-Polymerase Gold 0,25ul
Volumen gesamt 23,25ul
PCR-Mix DNA Endvolumen
Ansatz-Volumina:  22,50ul Sul 27,5ul
Programmverlauf: touch down § (annealing Temperatur nimmt jeden Zyklus um 1 Grad ab)

Temperatur (°C) 95 95 65§ 72 95 56 72 72 4
Zeit (Min.: Sek.) 10:00 [0:30 0:30 1:00| 0:30 0:20 0:45 | 5:00 endlos
Zykluszahl 9 30

56



Primer-Sequenzen:
Primer 1: 5-TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC -3
Primer 2: 5-ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG -3

Amplifikat: 345 bp

ASRA-Protokoll

Reagenz: Probe

Aqua destillata 16,50ul
NE Puffer 2 2,50ul
Enzym Hind 111 1,00ul
Volumen gesamt 20,00l

ASRA-Mix  Amplifikat

Ansatz-Volumina:  20pul Sul

Programm: 60 Minuten 37°C, 10 Minuten 90°C

Genotyp-Fragmente (bp):
Prothrombin 20210GG 345, - -
Prothrombin 20210GA 345, 322,23
Prothrombin 20210AA - ,322,23
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G20210A-Mutation nach DNA-

der Prothrombin

:  Genotypisierung

Abbildung 8

Amplifikation

und allelspezifischem Restriktionsenzymverdau
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2.1.6 Bestimmung der Methylentetrahydrofolsiure-Reduktase (C677T)

Auf Chromosom 1 (1p36.3) ist das MTHFR-Gen lokalisiert. Zur Bestimmung dieser Mutation
erfolgte nach DNA-Extraktion und —Amplifikation in der PCR eine Spaltung mit dem
Restriktionsenzym Hinf 1 (Life Technologies) (178). Bei Vorhandensein dieser Mutation
resultieren im Vergleich zur normalen Ausprigung DNS-Fragmente anderer GroBe, die
elektrophoretisch unterschieden werden koénnen. Die Mutation erscheint in heterozygoter und

homozygoter Auspriagung.

Die Identifizierung dieser Mutation erfolgte nach folgendem Protokoll:

PCR-Protokoll

Reagenz: Probe
Aqua destillata 16,00ul
10 x PCR-Puffer PE 2,50ul
dNTP (je) 0,50ul
Primer 1/2 nach Frosst (47) 100pmol/ul 0,25ul
MgCl, 2,00ul
Tag-Polymerase Gold 0,25ul
Volumen gesamt 23,25ul
PCR-Mix DNA Endvolumen
Ansatz-Volumina:  22,50ul Sul 27,5ul
Programmverlauf: touch down § (annealing Temperatur nimmt jeden Zyklus um 1 Grad ab)

Temperatur (°C) 95 95 65§ 72 95 56 72 72 4
Zeit (Min.: Sek.) 10:00 [0:30 0:30 1:00| 0:30 0:20 0:45 | 5:00 endlos
Zykluszahl 9 30
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Primer-Sequenzen:

Primer 1: 5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA -3
Primer 2: 5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG -3

Amplifikat: 198 bp

ASRA-Protokoll

Reagenz: Probe

Aqua destillata 16,50ul
NE Puffer 2 2,50ul
Enzym Hinf I 2,00ul
Volumen gesamt 21,00ul

ASRA-Mix  Amplifikat

Ansatz-Volumina: 21l Sul

Programm: 60 Minuten 37°C, 10 Minuten 90°C

Genotyp-Fragmente (bp):
MTHFR 677CC 198, - ,-
MTHEFR 677CT 198, 175, 23
MTHFR 677TT -, 175,23
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Abbildung 9: Genotypisierung des MTHFR C677T-Polymorphismus nach DNA-

Amplifikation und allelspezifischem Restriktionsenzymverdau
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1 = DNA-Léangenstandard IX (B6hringer-Mannheim)
2 = Proben von Normalpersonen (MTHFR 677CC, 198 Basenpaare)

3 = Proben von Patienten mit heterozygotem Genotyp (MTHFR 677CT, 198 Basenpaare + 175 Basenpaare + 23 Basenpaare)
4 = Proben von Patienten mit homozygotem Genotyp (MTHFR 677TT, 175 Basenpaare + 23 Basenpaare)
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2.2 Klinisch-chemische Parameter und klinische Daten

Die klinisch-chemischen Parameter Gesamt-Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin,
Triglyzeride, Blutglukose und Fibrinogen wurden mittels Standardverfahren mit dem Vitros-

System der Firma Johnson und Johnson bestimmt.

2.2.1 Referenzwerte der konventionellen Risikofaktoren

Als Normwerte wurden definiert:

Blutdruck Systolisch <160 mm Hg

Diastolisch <95 mm Hg

Lipide Gesamt-Cholesterin <200 mg/dl
Triglyceride<180 mg/dl
HDL-Cholesterin > 55 mg/dl Ménner > 65 mg/dl Frauen
LDL-Cholesterin < 150 mg/dl

atherogener Index (LDL/HDL) <3

Fibrinogen <450 mg/dl
Niichtern-Blutzucker 80 - 110 mg/dl
Thrombozyten-Zahl 250 - 400/nl
Body mass index (BMI) <30 kg /m’
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3. Statistische Auswertung

Zur Verifizierung der Arbeitshypothese wurde eine randomisierte prospektive Studie an 344
chirurgischen Patienten der Universititsklinik Diisseldorf, Abteilung fiir Thorax- und
Kardiovaskularchirurgie (Direktor Prof. Dr. E. Gams) in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir
Héamostaseologie und Transfusionsmedizin (Direktor Prof. Dr. R.E. Scharf) unter Betreuung

von Prof. Dr. Klein und OA Dr. Zotz untersucht.

Zur statistischen Auswertung von Haiufigkeiten (diskrete Ereignisse), die in einer
Vierfeldertafel darstellbar sind, wurde der y*-Test und bei Zellenbesetzung unter 5 der Fisher

Exact Test (2-tail) verwendet.

Alle quantitativen Daten (stetige MeBwerte) der KHK-Gruppe wurden mit denen der
Kontrollgruppe im Wilcoxon-Test auf signifikante Unterschiede gepriift. Die Nullhypothese

wurde fiir Wahrscheinlichkeiten p<0,05 verworfen.

Eine multivariate Analye erfolgte unter Verwendung einer schrittweisen logistischen
Regression. Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Statistikprogramm SAS 6.12

durchgefiihrt (Cary, NC, USA).
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III Ergebnisse

1. Patientenkollektive

1) Bei insgesamt 344 Patienten erfolgte eine Genotypisierung von Human Platelet Antigen-
1, Faktor-V- Leiden, Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase C677T- und Prothrombin
G20210A.

2) 261 der 344 Patienten bildeten die an einer koronaren Herzkrankheit Erkrankten
(Gruppe 1), deren koronare 2-3-GefaBlerkrankung die Indikation zur Bypass-Operation
darstellte. Von den 261 operierten Patienten erlitten 10 Patienten innerhalb der ersten 30
Tage postoperativ eine Komplikation in Form von Bypass-Verschlufl, Myokardinfarkt

oder Tod und weitere 10 Patienten in der Phase nach 30 postoperativen Tagen.
3) Das Kontrollkollektiv (Gruppe II) bestand aus 83 Patienten, die an einem Klappenfehler

operiert wurden. Bei ihnen lag aufgrund angiographischer Befunde keine koronare

Herzerkrankung vor.
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2. Vergleichende Untersuchung KHK-Gruppe versus

Kontrollgruppe

In Tabelle 1 zeigt sich die deskriptive Darstellung des prd- und im Verlauf 6 und 12 Monate

postoperativen Risikoprofils im Vergleich der KHK-Gruppe mit dem Kontrollkollektiv.

Tabelle 1:  Pri- und postoperativer Vergleich des Risikoprofils der KHK-Gruppe mit

der Kontrollgruppe
Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe
MW StD n=261 MW StD n=83
Alter in Jahre 64,48 + 8,23 56,64 + 12,91
Blutdruck (mmHg)
systolisch pra 135,53 + 18,16 130,24 + 21,51

syst. 6 Mon post

syst. 12 Mon post

diastolisch pra

diast. 6 post

diast. 12 post
Cholesterin (mg/dl)

préoperativ

6 Mon post

12 Mon post
HDL-Cholesterin (mg/dl)

praoperativ

12 Mon post
LDL-Cholesterin (mg/dl)

préoperativ

12 Mon post
Triglyceride (mg/dl)

prdoperativ

12 Mon post
Blut-Glucose (mg/dl)

prdoperativ

6 Mon post

12 Mon post
Nikotinverbrauch

Péackchen/Jahr
Body mass (kg /m?)

préoperativ

6 Mon post

12 Mon post
Fibrinogen (mg/dl)
Thrombozyten/pl

137,03 £ 17,49
135,41 + 14,64
79,88 + 10,87
80,57 £ 8,15
79,74 £ 7,99

245,79 £56,79
215,89 £ 48,21
217,06 + 42,84

47,06 £ 12,58
48,48 + 14,16

158,91 £ 48,12
138,15+ 37,65

204,69 £ 109,47
172,39 + 98,92

119,34 + 45,21
109,17 £ 36,56
109,19 £ 43,61

33,75 +£ 30,85

26,86 £ 2,85
26,21 £2,82
26,52 +2,99
354,39 +£ 99,84
226,97 £ 64,67

65

131,01 + 14,21
133,57 £ 15,97
77,35 +10,54
79,71 £5,99
80,21 + 7,82

233,64 £ 46,31
233,41 £ 45,13
236,88 £ 43,38

51,29 £ 16,63
51,65 £15,25

157,77 + 44,54
153,38 £ 40,67

157,47 £ 79,62
171,09 + 89,44

95,35 £21,08
91,61 £ 30,92
95,19 £29,53

29,69 + 23,01

25,22 +3,38
25,67 £3,09
25,97 +3,22
364,54 + 155,61
237,85 £ 74,40



Tabelle 2 stellt die prdoperativen pathologischen Risikoparameter im Vergleich der KHK-
Grupppe versus Kontrollgruppe prozentual dar.

Im Vergleich der pridoperativen Risikoparameter zwischen der KHK-Gruppe mit der
Kontrollgruppe ergaben sich signifikante Unterschiede in der Privalenz der konventionellen
kardialen Risikofaktoren wie Hypertonie, Hyperlipoproteindmie, Diabetes mellitus und

Nikotinabusus.

Tabelle 2:  Prioperativer Vergleich des Risikoprofils der KHK-Gruppe mit der
Kontrollgruppe (univariate Analyse)

Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p odds ratio  95% KI
n (%) n (%)

Geschlecht

m 210/261 (80,5%) 46/83 (55,4%) 0,001 3,312 1,949-5,627

w 51/261 (19,5%) 37/83 (44,6%)
fam. Disp. 131/261 (50,4%) 30/83 (36,1%) 0,024 1,794 1,078-2,986
Hypertonie ~ 179/261 (68,6%) 23/83 (27,7%) 0,001 5,695 3,295-9,842
Hyperlipopr. 215/261 (84,3%) 58/83 (74,4%) 0,045 1,853 1,007-3,411
Diabetes mel. 73/261 (28,0%) 7/83 (8,4%) 0,001 4,219 1,855-9,615
Nikotinabusus 160/261 (61,3%) 35/83 (42,2%) 0,002 2,173 1,315-3,588
Adipositas  36/261 (13,9%) 7/83 (8,4%) 0,195 1,745 0,745-4,084
Hyperfib. 39/261 (15,1%) 19/83 (22,9%) 0,111 0,608 0,329-1,125
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Bei multivariater Analyse mittels schrittweiser logistischer Regression konnten nach
Geschlechts- und Alterskorrektur die in Tabelle 3 aufgelisteten Faktoren als signifikante und

unabhingige Risikodeterminanten einer KHK identifiziert werden.

Tabelle 3:  Prioperative Werte nach Geschlechts- und Alterskorrektur
(multivariate Analyse)

Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p odds ratio  95% KI

n (%) n (%)
fam. Disp. 131/261 (50,4%) 30/83 (36,1%) 0,012 2,507 1,228-5,119
Hypertonie  179/261 (68,6%) 23/83 (27,7%) 0,002 2,899 1,458-5,765
Diabetes mel. 73/261 (30,0%) 7/83 (8,4%) 0,014 0,271 0,095-0,772
Hyperlippr.  160/261 (61,3%) 35/83 (42,2%) 0,039 2,159 1,039-4,486
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Eine Gegeniiberstellung der einzelnen untersuchten genetischen Parameter der KHK-Gruppe

mit der Kontrollgruppe gibt keinen Hinweis auf signifikante Unterschiede in der Privalenz

(Tabelle 4).

Tabelle 4:  Privalenzen der einzelnen genetischen Parameter im Vergleich der
KHK-Gruppe mit dem Kontrollkollektiv (univariate Analyse)

Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p odds ratio  95% KI
n (%) n (%)

HPA-1b#  66/261 (25,3%) 21/83 (25,3%) 0,998 1,001 0, 567-1,766
FVL & 15/261 (5,8%) 5/76 (6,6%) 0,793 1,150 0,404-3,274
MTHFR

677CT 145/261 (55,8%) 44/83 (55,0%) 0,904 0,969 0,586-1,604
MTHFR

677TT 24/261 (9,2%) 8/83 (9,7%) 0,837 1,093 0,470-2,537
Prothrombin 13/261 (5,0%) 2/83 (2,4%) 0,338 0,485 0,107-2,197

(GA20210) §

# Patienten mit den Genotypen HPA-1a/1b und HPA-1b/1b wurden als HPA-1b-positiv klassifiziert.

& Fiir den Faktor-V-Leiden wurde nur ein homozygotes Individuum nachgewiesen, alle anderen waren
heterozygot.

§ Fiir Prothrombin G20210A waren homozygot pathologische Individuen nicht nachweisbar.
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3. Vergleichende Untersuchung der KHK-Gruppe mit
Komplikationen versus KHK-Gruppe ohne Komplikationen

In Tabelle 5 zeigt sich die deskriptive Darstellung des pra- und im Verlauf 6 und 12 Monate
postoperativen Risikoprofils im Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen versus der
KHK-Gruppe ohne Komplikationen innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage.

Tabelle 5:  Postoperativer Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen versus
KHK-Gruppe ohne Komplikationen (1. - 30. post-OP-Tag)
Variable KHK mit Komplikationen = KHK ohne Komplikationen
MW StD n=10 MW StD n=241
Alter in Jahren 68,22 £7,36 64,50 + 8,23

Blutdruck (mmHg)
systolisch praoperativ
syst. 6 Mon post
syst. 12 Mon post
diastolisch priaoperativ
diast. 6 Mon post
diast. 12 Mon post

Cholesterin (mg/dl)
prdoperativ
6 Mon. Post
12 Mon. post

HDL-Cholesterin (mg/dl)
prdoperativ
12 Mon.post

LDL-Cholesterin (mg/dl)
prdoperativ
12 Mon.post

Triglyceride (mg/dl)
praoperativ
12 Mon. post

Blut-Glucose (mg/dl)
préoperativ
6 Mon. post
12 Mon. post

Body mass (kg /m®)
praoperativ
6 Mon. post
12 Mon. post

Nikotinverbrauch in Packchen/Jahr

Fibrinogen (mg/dl)
Thrombozyten/ul

133,75 £ 13,02
137,50 + 26,72
145,20 + 27,30
82,22 £ 25,87
86,67 £ 11,55
88,12 + 13,53

240,33 +£43,18
217,00 £ 18,36
248,00 + 12,66

43,33 £ 5,02
38,00 £ 2,00

164,33 + 56,26
151,00 £ 21,70

202,44 + 53,55
238,25 + 62,71

140,25 £ 55,32
117,00 + 36,77
112,08 £ 45,08

27,864 + 3,68
25,31 +£0,75
26,06 £ 1,34
30,00 = 0,00
343,80+ 117,50
200,50 £ 53,46
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135,63 + 18,53
137,21 £ 17,38
135,54 + 14,55
79,79 £ 10,21
80,53 £ 8,22
79,72 £ 8,02

246,41 £ 57,18
216,34 £ 49,00
217,06 + 43,13

47,45 + 12,93
48,92 + 14,40

159,28 + 48,00
138,07 £ 38,27

205,37 £ 112,62
171,37 £ 98,70

119,08 £ 45,26
109,67 + 36,92
109,89 £ 44,26

26,79 £2,85
26,14 2,85
26,46 £ 3,02
33,25+ 30,34
356,40 + 98,82
228,05 £ 65,91



Bei Untersuchung des Verlaufs innerhalb der ersten 30 postoperativen Tages ergaben sich im
Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen mit der KHK-Gruppe ohne Komplikationen
fiir die kardialen Risikoparameter mit Ausnahme des Nikotinabusus keine signifikanten

Unterschiede. Dies zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6:  Postoperativer Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen
gegeniiber der KHK-Gruppe ohne Komplikationen (1. - 30. post-OP-Tag)

Variable KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio 95% KI

n (%) n (%)

Geschlecht

m 8/10 (80,0%) 194/241 (80,5%) 0,969 1,032 0,212-5,019

w 2/10 (20,0%) 47/241 (19,5%)
fam. Disp. ~ 7/10 (70,0%) 121/241 (50,6%) 0,225 0,436 0,110-1,725
Hypertonie ~ 7/10 (70,0%) 166/241 (68,9%) 0,940 0,949 0,239-3,769
Hyperlipopr. 7/10 (70,0%) 201/241 (85,2%) 0,543 1,641 0,327-8,225
Diabetes mel. 4/10 (40,0%) 66/241 (27,4%) 0,353 1,768 0,483-6,463
Nikotinabusus2/10 (20,0%) 153/241 (63,0%) 0,006 6,955 1,445-33,478
Adipositas  3/10 (30,0%) 32/241 (13,3%) 0,137 0,359 0,088-1,460
Fibrinogen  2/10 (20,0%) 37/241 (15,7%) 0,719 0,747 0,153-3,661
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In Tabelle 7 zeigt sich die deskriptive Darstellung des pra- und im Verlauf 6 und 12 Monate

postoperativen Risikoprofils im Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen versus der

KHK-Gruppe ohne Komplikationen in dem Intervall nach dem 30. postoperativen Tag.

Tabelle 7:  Postoperatives Risikoprofil im Vergleich der KHK-Gruppe mit
Komplikationen mit der KHK-Gruppe ohne Komplikationen
(> 30. post-OP-Tag)

Variable KHK mit Komplikationen = KHK ohne Komplikationen

MW StD  n=10

MW StD n=241

Alter in Jahren
Blutdruck (mmHg)

systolisch prd

syst. 6 Mon post

syst. 12 Mon post

diastolisch pra

diast. 6 Mon post

diast. 12 Mon post
Cholesterin (mg/dl)

praoperativ

6 Mon. post

12 Mon. post
HDL-Cholesterin (mg/dl)

prdoperativ

12 Mon.post
LDL-Cholesterin (mg/dl)

praoperativ

12 Mon.post
Triglyceride (mg/dl)

préoperativ

12 Mon. post
Blut-Glucose (mg/dl)

priaoperativ

6 Mon. post

12 Mon. post
Body mass (kg /m?)

préoperativ

6 Mon. post

12 Mon. post
Nikotinverbrauch
Packchen/Jahr
Fibrinogen (mg/dl)
Thrombozyten/ul

62,25 £ 8,03

134,50 + 12,57
132,22 + 16,60
128,75 + 14,82
80,00 = 4,08
79,44 £3,91
78,75 £ 7,44

242,37 £ 56,39
220,77 £ 43,95
215,10 £ 43,79

44,89 + 7,41
44,33 + 6,69

144,90 + 44,19
134,87 £ 35,55

190,70 £ 65,69
169,78 + 116,12

108,40 £ 32,77
94,89 £ 26,16
93,63 £17,51

27,87+ 1,55
28,12 £ 1,72
28,07+ 1,91

50,50 £ 49,82
304,05 + 65,68
225,60 £ 47,79

64,50 + 8,23

135, 63 £ 18,53
137,21 £17,38
135,54 + 14,55
79,79 £ 10,21
80,53 + 8,22
79,72 £ 8,02

246,41 £ 57,18
216,34 + 49,00
217,06 + 43,13

47,45+ 12,93
48,92 + 14,40

159,28 + 48,00
138,07 £ 38,27

205,37 £ 112,62
171,37 £ 98,70

119,08 £ 45,26
109,67 + 36,92
109,89 + 44,26

26,79 + 2,85
26,14 £2,85
26,46 + 3,02

33,25 £30,34
356,40 + 98,82
228,05 £ 65,91
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Bei Untersuchung des Verlaufs nach 30 postoperativen Tagen ergaben sich im Vergleich der
KHK-Gruppe mit Komplikationen mit der KHK-Gruppe ohne Komplikationen fiir die
kardialen Risikoparameter keine signifikanten Differenzen. Dargestellt wird dieser

Zusammenhang in Tabelle 8.

Tabelle 8:  Postoperativer Vergleich des Risikoprofils der KHK-Gruppe mit
Komplikationen versus KHK-Gruppe ohne Komplikationen
(> 30. post OP-Tag)

Variable KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio 95% K1

n (%) n (%)

Geschlecht

m 8/10 (80,0%) 194/241 (80,5%) 0,969 1,032 0,212-5,019

w 2/10 (20,0%) 47/241 (19,5%)
fam. Disp.  3/10 (30,0%) 121/241 (50,4%) 0,206 2,373 0,599-9,393
Hypertonie  6/10 (60,0%) 166/241 (68,9%) 0,554 1,476 0,404-5,383
Hyperlipopr. 10/10 (100%) 235/241 (96,0%) 0,771 1,109 0,232-6,707
Diabetes mel. 3/10 (30,0%) 66/241 (27,4%) 0,856 1,136 0,285-4,525
Nikotinabusus 5/10 (50,0%) 160/241 (69,0%) 0,387 1,739 0,490-6,173
Adipositas  1/10 (10,0%) 32/241 (13,3%) 0,760 1,385 0,170-11,298
Fibrinogen  0/10 (0,0%) 37/241 (15,74%) 0,173 --- -
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Tabelle 9 zeigt die Gegeniiberstellung der KHK-Gruppe mit postoperativen Komplikationen

mit der KHK-Gruppe ohne Komplikationen fiir die einzelnen genetischen Parameter (HPA-

1b, Faktor-V-Leiden, Methylentetrahydrofolsdure C677T und Prothrombin G20210A) im

Zeitintervall 1. - 30. postoperativer Tag. Fiir keinen der untersuchten Parameter ergab sich ein

signifikant differentes Ergebnis.

Tabelle 9:  Postoperative Privalenzen der Marker im Vergleich der KHK-Gruppe
mit

Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

(1. - 30. post-OP-Tag)
Variable KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio  95% KI

n (%) n (%)
HPA-1b 2/10 (20,0%) 58/241 (24,0%) 0,768 0,789 0,163-3,820
FVL 2/10 (20,0%) 13/241 (5,4%) 0,114 4,365 0,841-22,667
MTHFR
677CT 7/10 (70,0%) 134/241 (55,8%) 0,376 1,846 0,466-7,310
MTHFR
677TT 0/10 (0,0%) 24/241 (10,0%) 0,293 - -
Prothrombin 0/10 (0,0%) 12/241 (5,0%) 0,468  --—-—- -
(GA20210)
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Die Gegeniiberstellung der KHK-Gruppe mit postoperativen Komplikationen mit der KHK-
Gruppe ohne Komplikationen fiir die einzelnen genetischen Parameter (HPA-1b, Faktor-V-
Leiden, Methylentetrahydrofolsdure C677T und Prothrombin GA20210) im Zeitintervall ab
dem 30. postoperativen Tag findet sich in Tabelle 10. HPA-1b zeigt hierbei einen
signifikanten Unterschied. Die Tabelle verdeutlicht, daB HPA-1b mit einer 4,733-fach
hoheren Wahrscheinlichkeit bei den KHK-Patienten mit postoperativen Komplikationen als in

der Vergleichsgruppe ohne postoperative Komplikationen vorkommt.

Tabelle 10: Postoperative Privalenzen der einzelnen genetischen Parameter im
Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen versus der
KHK-Gruppe ohne Stenose (> 30. post-OP-Tag)

Variable KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio  95% KI

n (%) n (%)
HPA-1b 6/10 (60,0%) 58/241 (24,0%) 0,019 4,733 1,291-17,351
FVL 0/10 (0,0%) 13/241 (5,4%) 0,450 - -
MTHFR
677CT 4/10 (40,0%) 134/241 (55,8%) 0,324 0,527 0,145-1,917
MTHFR
677TT 0/10 (0,0%) 24/241 (10,0%) 0,293 -
Prothrombin 1/10 (10,0%) 12/241 (5,0%) 0,488 2,102 0,246-17,972
(GA20210)
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4. Postoperative kardiale Komplikationen

Uber einen Beobachtungszeitraum von einem Jahr nach der Bypass-Operation wurden von
uns die von den Patienten geschilderten Symptome wie Angina pectoris und Dyspnoe sowie
postoperative Komplikationen, die als postoperativer Myokardinfarkt, Bypass-Verschluf3 und
Todesereignis in Erscheinung traten, erfaf3t. Aufgrund der Unspezifitit der Symptome Angina

pectoris und Dyspnoe wurden diese bei den Stenosierungskriterien nicht mit einbezogen.

Wie schon in der prioperativen Gegeniiberstellung erfolgte auch hier eine Auswertung der
Privalenzen der genetischen Marker (Human-Platelet-Antigen 1b, Faktor V Leiden,
Methylentetrahydrofolsédure-Reduktase C677T und Prothrombin G20210A) im Vergleich der
KHK-Gruppe mit postoperativen Komplikationen (postoperativer Myokardinfarkt, Bypass-
Verschlufl und Todesfall) gegen die KHK-Gruppe ohne postoperative Komplikationen.

Eine weitere Differenzierung ergab sich durch den postoperativen Zeitpunkt. Es wurde zum
einen die KHK-Gruppe mit Komplikationen innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage der
KHK-Gruppe ohne Komplikationen gegeniibergestellt. Zum anderen erfolgte ein Vergleich
der KHK-Gruppe mit Komplikationen nach 30 postoperativen Tagen mit der KHK-Gruppe

ohne Komplikationen.

Schwerste kardiale Symptome fiihrten zu einer Untersuchung mittels Koronarangiographie.
Diese konnte dann einen vermuteten Bypass-VerschluB verifizieren.

Eine Abgrenzung zum Myokardinfarkt ergab sich durch Nachweis eines Enzymanstiegs
und/oder durch EKG-Verinderungen.

Bei zwei Patienten mit Bypass-Verschlufl wurde eine Dilatation des Bypasses notwendig.

Ein erneuter operativer Eingriff erfolgte bei keinem der betroffenen Patienten innerhalb des

Untersuchungszeitraumes von einem Jahr nach der Operation.
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Tabelle 11: Postoperative kardiale Komplikationen

n=156

Komplikationen post-OP Anzahl Prozent
Todesereignis §
Friihletalitit < 30 Tage 8 (1) 5,2
Spétletalitat > 30 Tage 6 (1) 3,9
Uberlebende
Angina pectoris 62 40,3
Dyspnoe 54 35,1
Bypass-Verschlufl 3 2,0
Myokardinfarkt 8 5,2
Apoplex 15 9,7
Beschwerdefreiheit 105 40,2

§ 2 der 15 verstorbenen Patienten gehdrten der Kontrollgruppe an, sie sind in Klammern dargestellt
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5. Letalitéit

Hierbei mufl zwischen der perioperativen und der postoperativen Letalitit, die im
Zusammenhang mit einer koronaren Herzkrankheit steht, unterschieden werden. Zur
perioperativen Letalitit rechneten wir den Zeitpunkt am Tag der Operation bis zum 30. Tag
nach der Operation. Die postoperative Letalitit markiert einen Zeitraum nach 30
postoperativen Tagen.

Die Gesamtletalitidt im Beobachtungszeitraum von einem Jahr lag mit 14 Todesféllen (12 in
der KHK-Gruppe und 2 im Kontrollkollektiv) bei 4,1 %. Davon ereigneten sich 8 (7 in der
Gruppe der KHK-Patienten und 1 in der Kontrollgruppe) (2,3 %) Todesfélle innerhalb der
ersten 30 Tage. Als Todesursache bei der perioperativen Letalitit stand die postoperative
therapierefraktire =~ Myokardinsuffizienz im Vordergrund. Héufigste Ursache der

postoperativen Letalitdt war ein Verschluf der angelegten Bypésse.

Tabelle 12: Todesursachen bei 14 Patienten n=14

Todesursache § Anzahl Prozent

postoperative therapierefraktire

Myokardinsuffizienz 4 28,6
Myokardinfarkt 2 14,3
Herzrhythmusstérungen 2(1) 14,3
Herzinsuffizienz 3(1) 21,4
Bypass-Verschluf3 3 21,4

§ 2 der 15 verstorbenen Patienten gehorten der Kontrollgruppe an, sie sind in Klammern dargestellt.
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6. Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1)

Die Ergebnisse der Genotypisierung fiir HPA-1 wurden fiir die Studie unserer Patienten in

folgenden Subgruppen getrennt analysiert:

1) praoperativer Vergleich der HPA-1b-Priavalenzen zwischen der KHK-Gruppe und dem
Kontrollkollektiv

2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der HPA-1b-Prédvalenz

3) postoperativer Vergleich der HPA-1b-Pravalenzen zwischen der KHK-Gruppe mit

Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

1) prioperativer Vergleich

In der Gegeniiberstellung der KHK-Gruppe mit dem Kontrollkollektiv ergab sich fiir die
Variable HPA-1b kein Unterschied, wie Tabelle 13 darlegt.

Tabelle 13: HPA-1b-Privalenz im Vergleich der KHK-Gruppe mit dem

Kontrollkollektiv
Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p oddsratio  95% KI
n (%) n (%)
HPA-1b 66/261 (25,3%) 21/83 (25,3%) 0,998 1,001 0,567-1,766

HPA-1a/1b und HPA-1b/1b werden als HPA-1b zusammengefafit
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2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der HPA-1b-Prévalenz

Unter Nutzung einer logistischen Regressions-Analyse der Patienten des Kontrollkollektives
und der KHK-Gruppe zeigte sich keine Assoziation zwischen dem HPA-1b-Genotyp und dem
Grad der KHK (klassifiziert als 1-,2- oder 3-Gefa3-KHK).

3) postoperativer Verlauf

In Tabelle 14 wird der KHK-Gruppe mit postoperativen Komplikationen (Bypass-Verschluf,
postoperativer Myokardinfarkt und Todesereignis) innerhalb der ersten 30 Tage und nach 30
postoperativen Tagen jeweils die KHK-Gruppe ohne Komplikationen gegeniibergestellt.

Bei Betrachtung der ersten 30 postoperativen Tage ergab sich kein Unterschied in der HPA-
1b-Privalenz.

Im Vergleich der HPA-1b-Privalenzen nach dem 30. postoperativen Tag jedoch ergab sich
ein signifikanter Unterschied mit einer odds ratio von 4,733. Demzufolge ist das Risiko fiir
HPA-1b-Trager fir das Erleiden einer postoperativen Komplikation (Bypass-Verschluf3,
postoperativer Myokardinfarkt oder Todesereignis) nach Graftanlage um mehr als das 4-fache

erhoht.

Tabelle 14: HPA-1b-Privalenzen im Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen
versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

Tage post-OP KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio  95% KI

n (%) n (%)
1-30 2/10 (20,0%) 58/241 (24,0%) 0,768 0,789 0,163-3,820
> 30 6/10 (60,0%) 58/241 (24,0%) 0,011 4,733 1,291-17,351

79



7. Faktor-V-Leiden (FVL)

Die Ergebnisse der Genotypisierung fiir den Faktor-V-Leiden wurden fiir die Studie unserer

Patienten in folgenden Subgruppen getrennt analysiert:

1) prdoperativer Vergleich der Faktor-V-Leiden-Priavalenzen zwischen der KHK-Gruppe

und dem Kontrollkollektiv

2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der Faktor-V-Leiden-Priavalenz

3) postoperativer Vergleich der FVL-Priavalenzen zwischen der KHK-Gruppe mit

Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

1) prioperativer Vergleich

In Tabelle 15 zeigte sich bei der Gegeniiberstellung der KHK-Gruppe mit dem
Kontrollkollektiv fiir die Variable FVL kein Unterschied.

Tabelle 15: Faktor-V-Leiden-Privalenz im Vergleich der KHK-Gruppe mit der
Kontrollgruppe

Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p odds ratio 95% KI
n (%) n (%)

FVL 15/261 (5,8%) 5/76 (6,8%) 0,793 1,150 0,404-3,274
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2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der Faktor-V-Leiden-Privalenz

Unter Nutzung einer logistischen Regressions-Analyse der Patienten des Kontrollkollektives
und der KHK-Gruppe zeigte sich keine Assoziation zwischen dem Faktor-V-Leiden-Genotyp
und dem Grad der KHK (klassifiziert als 1-,2- oder 3-Gefa3-KHK).

3) postoperativer Verlauf

Tabelle 16 zeigt eine Gegeniiberstellung sowohl der KHK-Gruppe mit postoperativen
Komplikationen (Bypass-Verschlu3, postoperativer Myokardinfarkt und Todesereignis)
innerhalb der ersten 30 Tage als auch nach 30 postoperativen Tagen mit der KHK-Gruppe
ohne Komplikationen.

Bei Betrachtung der ersten 30 postoperativen Tage ergab sich kein signifikanter Unterschied
in der FVL-Privalenz.

Ein Vergleich der FVL-Privalenzen nach dem 30. postoperativen Tag gestaltete sich
schwierig, da in der KHK-Gruppe mit postoperativen Komplikationen kein Faktor-V-Leiden-

Trager nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 16: Faktor-V-Leiden-Privalenzen im Vergleich der KHK-Gruppe mit
Komplikationen versus KHK-Gruppe ohne Komplikationen

Tage post-OP KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio 95% KI

n (%) n (%)
1-30 2/10 (20,0%) 13/241 (5,4%) 0,114 4,365 0,841-22,667
>30 0/10 (0,0%) 13/241 (5,4%) 0,450 —com e
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8. Prothrombin (GA20210)

Die Ergebnisse der Genotypisierung fiir Prothrombin (GA20210) wurden fiir die Studie

unserer Patienten in folgenden Subgruppen getrennt analysiert:

1) préoperativer Vergleich der Prothrombin (GA20210)-Privalenz zwischen der KHK-
Gruppe und dem Kontrollkollektiv

2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der Prothrombin (GA20210)-Privalenz

3) postoperativer Vergleich der Prothrombin (GA20210)-Privalenzen zwischen der KHK-
Gruppe mit Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

1) prioperativer Vergleich

Tabelle 17 zeigt die Gegeniiberstellung der Prothrombin G20210A-Préivalenz in der KHK-

Gruppe mit dem Kontrollkollektiv. Dabei wurden keine signifikanten Differenzen festgestellt.

Tabelle 17: Prothrombin (GA20210)-Privalenzen im Vergleich der KHK-Gruppe mit

dem Kontrollkollektiv
Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p odds ratio 95% KI
n (%) n (%)
Prothrombin 13/261 (5,0%) 2/83 (2,4%) 0,338 0,485 0,107-2,197
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2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der Prothrombin (GA20210)-Privalenz

Unter Nutzung einer logistischen Regressions-Analyse der Patienten des Kontrollkollektives
und der KHK-Gruppe zeigte sich keine Assoziation zwischen dem Prothrombin (GA20210)-
Genotyp und dem Grad der KHK (klassifiziert als 1-,2- oder 3-Gefa3-KHK).

3) postoperativer Verlauf

Tabelle 18 zeigt eine Gegeniiberstellung sowohl der KHK-Gruppe mit postoperativen
Komplikationen (Bypass-Verschlu3, postoperativer Myokardinfarkt und Todesereignis)
innerhalb der ersten 30 Tage als auch nach 30 postoperativen Tagen mit der KHK-Gruppe
ohne Komplikationen.

Bei Betrachtung der ersten 30 postoperativen Tage ergab sich kein signifikanter Unterschied
in der Prothrombin G20210A-Priavalenz. Homozygote Triger des Prothrombin G20210A
konnten innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage nicht nachgewiesen werden.

Ein Vergleich der Prdvalenzen nach dem 30. postoperativen Tag zeigte einen anndhernd
signifikanten Unterschied zugunsten der KHK-Gruppe mit Komplikationen mit einem p von

0,488 und einer odds ratio von 2,102.

Tabelle 18: Prothrombin (GA20210)-Priavalenzen im Vergleich der KHK-Gruppe mit
Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

Tage post-OP KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio 95% KI

n (%) n (%)
1-30 0/10 (0,0%) 12/241 (5,0%) 0,468 - e
> 30 1/10 (10,0%) 12/241 (5,0%) 0,488 2,102 0,246-17,972
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9. Methylentetrahydrofolsiure-Reduktase (MTHFR) C677T

Die Ergebnisse der Genotypisierung fir MTHFR 677TT wurden fiir die Studie unserer

Patienten in folgenden Subgruppen getrennt analysiert:

1) préoperativer Vergleich der MTHFR 677TT- Prévalenzen innerhalb der KHK-Gruppen
und dem Kontrollkollektiv

2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der MTHFR 677TT-Privalenz

3) postoperativer Vergleich der MTHFR 677TT-Privalenzen zwischen der KHK-Gruppe mit

Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

1) prioperativer Vergleich

In Tabelle 19 wird deutlich, daB3 in der homozygoten Auspriagung der MTHFR C677T in der
Gegentiberstellung der KHK-Gruppe mit dem Kontrollkollektiv keine Differenzen zu

erkennen sind.

Tabelle 19: MTHFR 677TT-Privalenzen im Vergleich der KHK-Gruppe gegeniiber

der Kontrollgruppe
Variable KHK-Gruppe Kontrollgruppe p odds ratio 95% KI
n (%) n (%)
MTHFR 24/261 (9,2%) 8/83 (9,7%) 0,837 1,093 0,470-2,537

677TT
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2) Assoziation zwischen dem Grad der KHK und der MTHFR 677TT-Privalenzen

Unter Nutzung einer logistischen Regressions-Analyse der Patienten des Kontrollkollektives
und der KHK-Gruppe zeigte sich keine Assoziation zwischen dem MTHFR 677TT-Genotyp
und dem Grad der KHK (klassifiziert als 1-,2- oder 3-Gefa3-KHK).

3) postoperativer Verlauf

Tabelle 20 zeigt eine Gegeniiberstellung der MTHFR 677TT-Priavalenzen sowohl der KHK-
Gruppe mit postoperativen = Komplikationen  (Bypass-Verschlufl, = postoperativer
Myokardinfarkt und Todesereignis) innerhalb der ersten 30 Tage als auch nach 30
postoperativen Tagen mit der KHK-Gruppe ohne Komplikationen.

Eine Gegeniiberstellung beider Gruppen erwies sich als schwierig, da sowohl innerhalb der
ersten 30 postoperativen Tage als auch nach 30 postoperativen Tagen kein homozygoter

Trager der MTHFR nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 20: MTHFR 677TT-Priivalenzen im Vergleich der KHK-Gruppe mit
Komplikationen versus der KHK-Gruppe ohne Komplikationen

Tage KHK mit Kompl. KHK ohne Kompl. p odds ratio 95% KI
post-OP n (%) n (%)

1-30

MTHFR 0/10 (0,0%) 24/241 (10,0%) 0,293 -~
677TT

> 30

MTHFR 0/10 (0,0%) 24/241 (10%) 0,293 ---- -
677TT
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IV Diskussion

1. Allgemeines

Fiir die Pathogenese akuter koronarer Ereignisse werden heute thrombogene und atherogene
Risikofaktoren diskutiert. Von vielen Autoren (140, 201) werden diese Risikofaktoren als
synergistisch wirksam angesehen. In verschiedenen Studien (202, 203, 204) wurde die
pathogenetische Rolle lokaler thrombotischer Okklusionen in Koronarterien im Randbezirk
rupturierter Plaques nachgewiesen.

Zu den generellen kardialen Risikofaktoren einer Koronarstenose zdhlen Nikotinabusus,

Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteindmie (205, 206).

Neben den pathomorphologischen Verdnderungen der Gefialwand sind Verdnderungen im
Gerinnungssystem (207, 208) und Stérungen der Thrombozytenfunktion (92) fiir eine erhohte
Thrombogenitét verantwortlich. Ebenso fiihren pathologische Verdnderungen des Blutes
(209), Plattchen-Hyperreaktivitit (210), reduzierte Fibrinolyse (211) sowie erhdhte Plasma-
Fibrinogen- und Faktor-VII-Spiegel (212, 213, 214) zur erhdhten Thrombogenitit. Die
Relevanz genetischer Risikofaktoren wurde in Familienstudien dargestellt (215).

Genetische Mutationen von Proteinen, die in der Gerinnung involviert sind, spielen eine Rolle
in der Pathogenese akuter koronarer Ereignisse (216, 217, 218). Dabei wurden die
Polymorphismen des Fibrinogen (219), Faktor VII (220), Faktor V (221) und der
Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase (MTHFR) (222) als wursdchlich fiir arterielle
Thrombosen diskutiert. Die Rolle arterieller Thrombosen bei der Prothrombin-Variante
G20210A ist noch unklar (124, 139, 144, 145, 147, 148).

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese akuter koronarer Syndrome.
Das Human-Platelet-Antigen (HPA)-1b wurde als Polymorphismus des thrombozytiren
GPIIb-Ila-Rezeptors fiir eine erhohte Thrombogenitit im koronaren GefdBsystem

verantwortlich gemacht (87, 88).
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Wir untersuchten neben den konventionellen Risikofaktoren der KHK die Marker HPA-1Db,
Faktor-V-Leiden, Prothrombin G20210A und MTHFR 677TT auf eine Beteiligung an einem
erhohten Risiko fiir kardiale Komplikationen nach Bypass-Operation wie Myokardinfarkt,
Graftverschlul oder Todesereignis. Im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv ohne KHK
fanden sich bei Patienten mit KHK vor Bypass-Operation erwartungsgemal eine signifikant
hohere Prévalenz einer Hypertonie, Hyperlipiddmie, diabetischen Stoffwechsellage sowie
eines Nikotinabusus. Fiir die Parameter HPA-1b, Faktor-V-Leiden, MTHFR 677TT und
Prothrombin G20210A ergab sich hingegen kein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit KHK und Individuen ohne KHK. Damit ist davon auszugehen, dal3 die
genannten Marker nicht mit der Entwicklung einer KHK im Sinne eines Risikofaktors der
Arteriosklerose assoziiert sind. Zur Beantwortung der Frage inwieweit die genannten
Parameter einen thrombogenen Effekt mit Entwicklung eines Friihverschlusses zeigen,
erfolgte die prospektive Verlaufsbeobachtung fiir ein Jahr innerhalb des Patientenkollektivs

mit Z.n. Bypass-Operation.

87



2. Human-Platelet-Antigen-1 (HPA-1)

Ergebnisse dieser Studie zeigen fiir den Parameter HPA-1b keinen signifikanten Unterschied
in der Pravalenz der Patienten mit KHK im Vergleich zu Individuen ohne KHK. Damit ist
davon auszugehen, dal HPA-1b nicht mit der Entwicklung einer KHK im Sinne eines
Risikofaktors der Arteriosklerose assoziiert ist.
Auf der anderen Seite zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dal HPA-1b einen hereditdren
Risikofaktor fiir einen Bypass-Verschlull, postoperativen Myokardinfarkt oder ein
Todesereignis nach koronarer Graftanlage darstellt. Dabei beschriankten wir uns auf die
Endpunkte Bypass-VerschluBl, postoperativer Myokardinfarkt und Todesereignis, da
insbesondere diese als thrombogene Ereignisse durch den HPA-1-Polymorphismus
beeinfluBBbar sind. Beide Ergebnisse stehen im Einklang mit vorhergehenden Untersuchungen
an Patienten mit koronarer Herzkrankheit, die gezeigt haben, dal HPA-1b, anders als
konventionelle Risikofaktoren, kein Risiko fiir das Auftreten einer koronaren Herzkrankheit
selbst darstellt, sondern vielmehr einen Risikofaktor fiir die Pléttchenthrombogenitit (223,
224).
Somit kdnnen zwei Arten von Risikofaktoren unterschieden werden:

- konventionelle Faktoren, die als ursdchlich fiir die Pathogenese der generellen

Arteriosklerose angesehen werden und in koronaren Ereignissen enden
- HPA-1b als sekundirer kardiovaskuldrer Risikofaktor, der zur friithzeitigen koronaren

Thrombosierung mit kardialen Ereignissen fithren kann

In unserem Untersuchungskollektiv fanden wir eine 4,7-fach erhdhte Pravalenz von HPA-1b
bei Patienten mit Bypass-Okklusion, Myokardinfarkt oder Tod gegeniiber dem Kollektiv ohne
postoperatives kardiales Ereignis. Das mit dem genetisch determinierten Plittchenmarker
HPA-1b assoziierte relative Risiko ist damit im Gegensatz zu den konventionellen
Risikofaktoren signifikant erhoht.

Eine Signifikanz ergab sich nur bei einem Ereignis nach dem 30. postoperativen Tag.
Ursdchlich hierfiir ist am ehesten, daf3 innerhalb der ersten 30 Tage nach Operation vor allem
die operationsbedingten Komplikationen iiberwiegen und erst nach dem 30. postoperativen

Tag die thrombotischen Ereignisse in den Vordergrund treten (190, 191, 192).
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Als Konsequenz definierter AussschluBBkriterien war die absolute Anzahl der Patienten mit
Komplikationen im ersten Jahr nach Graftanlage gering. Daraus resultiert ein grof3es 95%iges
Konfidenzintervall fiir das relative Risiko, das mit dem HPA-1b-Genotyp assoziiert ist.
Dennoch bleibt der Unterschied zwischen dem KHK-Kollektiv mit Komplikationen versus
dem KHK-Kollektiv ohne postoperative Komplikationen signifikant. Das mit diesem

genetischen Marker assoziierte relative Risiko ist mit mehr als 400% ungewdhnlich hoch.

Als Erkldrung fiir dieses Ergebnis konnen die unterschiedlichen pathophysiologischen
Prozesse, die zur Graftokklusion fiihren, gesehen werden. Und hierbei der Unterschied der
Mechanismen, die zur Atherosklerose und zu einem genetisch determinierten Anstieg der
Plattchenthrombogenitét, wie in diesem Falle durch HPA-1b, fiihren.
Stenosierungen der Vena saphena Grafts konnen in drei Phasen unterteilt werden (225):
Eine frithe postoperative Phase (innerhalb eines Monats nach der Operation)

in der vaskuldre Komplikationen durch technische Fehler bei der Graftanlage und
durch

Auflagerung thrombotischer Okklusionen verursacht werden;
Eine intermedidre Phase (innerhalb des ersten Jahres nach der Operation)

charakterisiert durch Intimahyperplasie und Verengung des GefaBlumens, welches

ebenso zur Thrombosierung fiihrt;
Eine spite Phase (mehr als ein Jahr nach der Operation)

in der die Stenose durch lipidreiche Atherosklerose der Grafts mit aufgepfropfter

Thrombose, dhnlich wie bei den Nativgefd3en, verursacht wird.
Da die Formation von Plédttchenthromben ein wichtiger Faktor sowohl in der friihen und
akuten Okklusion als auch in dem spéten und chronischen Fortschreiten der Atherosklerose in
den NativgefaBBen und den Vena saphena Bypéssen ist, kann eine erfolgreiche Beeinflussung
von vaskuldren Komplikationen nur durch den Einsatz antithrombotischer Substanzen
erfolgen (208). Bisher wurde der groBte Nutzen der antithrombotischen und
antikoagulatorischen Medikation in der Verhinderung von Graftokklusionen innerhalb des
ersten postoperativen Jahres nachgewiesen. Jedoch konnte noch nicht gezeigt werden, dal3
eine antithrombotische Therapie die Rate oder die Ausdehnung des spéten Fortschreitens der
atherosklerotischen Erkrankung in Nativarterien oder Vena saphena Bypidssen reduzieren
kann (226, 227, 228). Im ersten Jahr ist der Graft noch weit gedffnet ohne Hinweis auf

relevante atherosklerotische Lasionen. Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, daf3
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Graftokklusionen im ersten Jahr nach Bypass-Operation hauptsidchlich durch thrombotische

Mechanismen verursacht werden (192, 193, 229).

Wir konnten anhand unserer Studie belegen, dafl - im Unterschied zu den konventionellen
Risikofaktoren der Atherosklerose - HPA-1b der dominante Risikofaktor im ersten
postoperativen Jahr nach Bypass-Operation ist. Dies steht im Einklang mit der
Pathophysiologie und den Ergebnissen der Therapie-Studien, die die Kardinalrolle der
Thrombogenitit in der intermedidren Phase innerhalb des ersten postoperativen Jahres
darlegen (190, 191, 192). Zusitzlich stehen diese Ergebnisse im Einklang mit vorhergehenden
Untersuchungen an Patienten mit koronarer Herzkrankheit, die zeigten, da3B HPA-1b nicht ein
Risikofaktor fiir die koronare Herzerkrankung selbst, aber ein Risikofaktor fiir die

Pléattchenthrombogenitét darstellt (88, 223).

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen bei Patienten nach Bypass-Operation konnte
auch fiir ein internistisches Patientenkollektiv nach Stent-Anlage ein signifikanter
thrombogener Effekt mit vorzeitigem Stentverschlul bei HPA-1b-positiven Individuen

nachgewiesen werden (230).

Eine Bestitigung unserer Ergebnisse konnte direkte Konsequenzen fiir die Pravention und
Therapie akuter koronarer Ereignisse nach koronarer arteriovendser Bypass-Operation haben.
Wir vermuten, da3 Trager des HPA-1b-Genotyps eine andersartige und intensivere Inhibition
der Plittchenfunktion benétigen als HPA-1b-negative Patienten. Monoklonale Antikorper und
Inhibitoren des GPIIb-I1la-Rezeptors (Abciximab, Integrelin, Tirofiban und Lamifiban)
scheinen potentere Inhibitoren der Plittchenfunktion als Aspirin (96) zu sein wie eine ganze
Reihe von Untersuchungen an Patienten mit instabiler Angina pectoris, akutem

Myokardinfarkt und nach koronarer Angioplastie (231, 232, 233) zu bestdtigen scheint.
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3. Faktor-V-Leiden (FVL)

Ein Zusammenhang zwischen dem Faktor-V-Leiden und einem erhdhten Risiko fiir einen
Bypass-Verschlu3, einen postoperativen Myokardinfarkt oder ein Todesereignis nach
koronarer Graftanlage konnte in unseren Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.

Auch in vorangehenden Studien gab es keinen gesicherten Nachweis iiber die durch den
Faktor-V-Leiden verursachte Hyperkoagulabilitdt und dem koronaren Ereignis. Hierbei liegen
kontroverse Berichte iiber den Einflul des Faktor-V-Leiden auf das arterielle Gefdllsystem
bei Patienten mit Myokardinfarkt vor (234, 235, 236).

Mirz et al. (121) und andere (124, 237) fanden in ihren Untersuchungen heraus, da3 eine
durch den Faktor-V-Leiden verursachte APC-Resistenz einen signifikanten Risikofaktor fiir
die Entwicklung einer koronaren Thrombosierung darstellt.

Andere Autoren (126, 237, 238, 239) sahen einen Zusammenhang mit einem erhdhten
Myokardinfarktrisiko nur bei homozygoten Triagern der Mutation des Faktor-V-Gens.

Ridker und Mitarbeiter (240) und andere (241, 242) stellten keine Assoziation mit einem
erhohten Risiko flir einen Myokardinfarkt bei jungen Patienten mit oder ohne kardiovaskulare
Risikofaktoren fest.

Schon Untersuchungsgruppen von Miérz (121) und Holm (237) haben durch
pathophysiologische Betrachtungen versucht, eine Verbindung zwischen Hamostase und
Atherogenese zu schaffen. Sie sahen den Faktor-V-Leiden nicht nur als einen Risikomarker
fiir einen Myokardinfarkt, sondern auch als verantwortlich fiir die Entwicklung koronarer
Atherome.

In unserer Studie zeigte sich ein 20%iges Vorkommen des Faktor-V-Leiden in der KHK-
Gruppe mit postoperativen Komplikationen gegeniiber einer Pravalenz von 5,4% in der KHK-
Gruppe ohne Komplikationen bei Auftreten des Ereignisses innerhalb der ersten 30
postoperativen Tage. Daraus ergab sich ein relatives Risiko von 4,365. Mit einem p von
0,114 lieB sich jedoch keine Signifikanz nachweisen. Die mangelnde Signifikanz konnte
allerdings auch durch die noch geringe Fallzahl von Patienten mit postoperativen
Komplikationen bedingt sein.

Innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage iiberwiegen vor allem die operationsbedingten
Komplikationen (243) und erst nach dem 30. postoperativen Tag treten die Verdnderungen
der GefiBwand und des Gefdflumens in den Vordergrund (190, 191, 192). In unserer

Untersuchung scheint der Faktor-V-Leiden im ProzeB der Thrombogenese im arteriellen
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Gefaflsystem nach Graftanlage keine entscheidende Rolle zu spielen. Dies gilt obwohl
angenommen werden kann, da3 die durch Faktor-V-Leiden verursachte APC-Resistenz mit
einer gesteigerten Gerinnbarkeit und vermehrter Thrombusbildung einhergeht. Dieser
Mechanismus scheint aber nur im vendsen Gefillsystem eine Bedeutung zu haben.
Wahrscheinlich weil aufgrund der dort geringen BlutfluBgeschwindigkeit, des geringen
Blutdruckes und der niedrigen Stromungsraten ein hdheres Risiko zur Thrombogenitit
besteht, besonders wenn das inhibitorische Potential reduziert ist.

Zwei Studien (244, 245) beschiftigten sich mit der Inzidenz von Graft-Okklusionen ein Jahr
nach Bypass-Operation in Abhédngigkeit vom Vorliegen einer APC-Resistenz. Dabei stehen
unsere Ergebnisse mit denen von Eritsland et al. (244) im Einklang. Auch sie konnten keinen
Zusammenhang der Faktor-V-Leiden-Mutation mit einer erh6hten VerschluBirate nach Bypal3-
Operation nachweisen. Moor et al. (245) hingegen fanden einen Hinweis auf eine Assoziation
der Faktor-V-Mutation mit frithzeitigen kardialen Ereignissen nach Graftanlage.

Schon die unterschiedlichen Ursachen der Okklusion eines Koronargefdfles konnen Griinde
dafiir sein, daBl die Mutation des Faktor V nicht in jedem Fall mit einem koronaren
thrombotischen Ereignis assoziiert ist. Bei dem Faktor-V-Leiden scheint eine thrombogene
Komponente im arteriellen GefdaB3system nicht nachweisbar zu sein. Moglicherweise spielen
atherosklerotische Vorgénge bei diesem genetischen Parameter im arteriellen GefaBsystem
eine groBere Rolle. In dem Sinne, dal ein lokales Ereignis wie eine Plaqueruptur, die die
Plattchen und Gerinnungsfaktoren triggert, bei der Entstehung arterieller Thrombosen
bedeutsamer (208) ist als die Existenz eines permanenten und systemisch prokoagulativen
Zustandes (246). Eine Verbindung zur Atherogenese kann iiber folgendes Erklarungsmodell
geschaffen werden: Durch endothelgebundenen aktivierten Faktor V wird die Thrombin-
Generierung iiber Faktor Xa stark vermehrt (132). Thrombin fordert den platelet-derived-
growth-factor, ein das Wachstum der glatten Muskelzellen stimulierendes Protein. Dieser
stellt einen pathogenetischen Faktor fiir die Atherosklerose dar. Faktor Xa und Thrombin
fungieren beide als Gerinnungsfaktoren im Blut und damit als potente Agonisten der
thrombogenen zelluldren Antwort wie Plittchenaggregation, Chemotaxis und Proliferation
(247).

Ein prokoagulatorisch wirkenderes mutiertes Faktor-V-Molekiil (FVL) kann so iiber die

APC-Resistenz ein Bindeglied zur Atherogenese schaffen.
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4. Prothrombin (G20210A)

Diese Studie zeigt, dal Prothrombin G20210A keinen hereditiren Risikofaktor fiir einen
Bypass-Verschlu3, einen postoperativen Myokardinfarkt oder ein Todesereignis nach
koronarer Graftanlage darstellt.

Auch vorangehende Studien konnten keinen gesicherten Nachweis iiber einen

Zusammenhang zwischen der durch Prothrombin G20210A verursachten Hyperkoagulabilitit

und dem koronaren Ereignis zeigen. Die Prothrombin G20210A-Mutante scheint in

verschiedenen Untersuchungen zu erhdhten Prothrombinspiegeln zu fithren (131, 138, 140,

147). Es wurde gezeigt, dall erhohte Mengen an Prothrombin das Gerinnungssystem und die

Widerstandsfahigkeit des Endothels gegeniiber Thrombosen beeinflussen (131). Im vendsen

Gefallsystem wurde dies mehrfach bestdtigt (248). Im arteriellen GefaBBsystem wird der

EinfluB3 von Prothrombin G20210A jedoch noch kontrovers diskutiert (249, 250, 251).

Einige Studien (252, 253) sahen Prothrombin G20210A als einen genetischen Risikomarker

fiir einen Myokardinfarkt an. Andere Autoren schlugen vor, dal nur die homozygote Form

des Prothrombin-Gens zu thrombotischen Ereignissen pridisponiert (131, 141, 201, 254).

Kontroverse Berichte lagen von anderen Untersuchern (255, 256, 257, 258) vor.

Den widerspriichlichen Ergebnissen in den verschiedenen Untersuchungsgruppen lassen sich

folgende Griinde zuordnen:

1) Eine geringe Allelfrequenz in der Allgemeinpopulation mit 1,2 - 2,3% bedingt eine
reduzierte statistische Nachweiskraft und macht Untersuchungen mit groen Fallzahlen
notwendig (131, 147).

2) Die untersuchten Patienten und Kontrollkollektive weisen ein unterschiedliches
Risikoprofil auf. Einige Untersuchungen, vorwiegend an jiingeren Patienten (< 50 Jahre)
(124, 131, 256, 259), wiesen auf eine Interaktion zwischen der Prothrombin-Mutation und
den konventionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren hin (124, 131). Dabei zeigte sich
ein stark synergistischer Effekt mit den kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Adipositas,
Diabetes mellitus, Hypertonie (124) sowie hohe Fibrinogen- und Blutglukose-Spiegel
(242), insbesondere aber mit dem Nikotinabusus (124, 131, 201). Daraus wurde mehrfach
die SchluBfolgerung gezogen, daB sich nur ein erhdhtes Risiko fiir die Prothrombin
G20210A-Trager ergab, wenn andere konventionelle Risikofaktoren fiir eine koronare

Herzerkrankung vorlagen (138, 201).
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3) Patienten mit einer KHK wurden im Gegensatz zu Patienten der Kontrollgruppe mit
einem
Antikoagulanz behandelt. Da ASS als Schutzfaktor zur Minimierung des Risikos fiir einen
Herzinfarkt gilt (242), muB3 hieraus eine Schutzwirkung gegeniiber dem thrombotisch

wirkenden Prothrombin G20210A gesehen werden.

In unserer Untersuchung ergibt sich bei der Priifung des Verlaufs innerhalb der ersten 30
postoperativen Tage in der Gegeniiberstellung der Koronargruppe mit postoperativen
Komplikationen mit der Koronargruppe ohne Komplikationen keine Differenz.

Im Vergleich der KHK-Gruppe mit Komplikationen (10%) mit der Koronargruppe ohne
postoperative Komplikationen (5%) nach dem 30. postoperativen Tag zeigt sich ein relatives
Risiko von 2,1. Allerdings liegt mit einem p von 0,488 keine Signifikanz vor.

Wie schon voher dargestellt, spielen in der intermedidren postoperativen Phase (innerhalb des
ersten Jahres nach der Operation) vorwiegend thrombogene Faktoren eine Rolle (225). Eine
Erklarung fiir die fehlende Signifikanz konnte, wie zuvor bemerkt, die kleine Fallzahl bei
geringer Allelfrequenz in der Allgemeinpopulation sein. Eine erhdhte Komplikationsrate in
Abhingigkeit von Prothrombin G20210A nach Graftanlage lieBe sich gut dadurch erkliren,
daf} es aufgrund der Mutation im Prothrombin-Gen zu einem Ungleichgewicht zwischen dem
prokoagulatorischen, antikoagulatorischen und dem fibrinolytischen System kommt. Dieses
Ungleichgewicht verschiebt sich dabei zugunsten der Thrombogenese.

Der von anderen Autoren und von uns in dieser Studie belegte fehlende thrombogene Effekt
von Prothrombin G20210A im arteriellen System steht in Ubereinstimmung mit den
Beobachtungen, daBl Mangelzustinde von AT III, Protein C und Protein S, die ebenso als
Risikofaktoren fiir eine vendse Thrombose gelten, bisher auch nicht mit einem erhdhten
Risiko fiir eine Thrombose im arteriellen Gefaflsystem in Verbindung gebracht wurden (260).
Bekanntermalflen liegen einer koronaren Thrombose unterschiedliche Mechanismen zugrunde.
Eine Thrombose im arteriellen Gefaflsystem ergibt sich durch das Wachstum Thrombozyten-
reicher Thromben an atheromatdsen Plaques, wobei im vendsen Gefdf3bereich das Wachstum

Fibrin-reicher Gerinnsel zu exzessiver Thrombingenerierung fiihrt (261).
Zur genauen Aufklarung unserer Fragestellung sollten Studien mit einer wesentlich hdheren

Patientenzahl angeschlossen werden, um eine Verfialschung der Ergebnisse durch kleine

Fallzahlen bei der geringen Allelfrequenz in der Allgemeinpopulation zu vermeiden.
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5. Methylentetrahydrofolsaure-Reduktase (MTHFR) C677T

In dieser Studie konnte kein Nachweis {iber eine Assoziation zwischen dem homozygoten
Genotyp 677TT der Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase und einem erhdhten Risiko fiir
einen Bypass-VerschluB3, einen postoperativen Myokardinfarkt oder ein Todesereignis nach
koronarer Graftanlage gezeigt werden.

Dieses Ergebnis bestdtigt im Grunde die vorhergehenden Untersuchungen, die einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen der Mutation und dem Risiko, an einem thrombogenen
koronaren Ereignis erkranken, nicht nachweisen konnten.

Es liegen kontroverse Berichte iiber einen Zusammenhang zwischen dem
Methylentetrahydrofolsédure-Reduktase C677T - Polymorphismus und dem Risiko, an einem
Myokardinfarkt zu erkranken, vor (262, 263, 264, 265, 266, 267). Unterschiede ergaben sich
schon allein durch die genetische Auspragung. In einigen molekulargenetischen Studien (174,
185, 268) konnte ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen bei homozygotem
Status der Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase (677TT) nachgewiesen werden. Bei
heterozygotem Status wurde in keiner der Untersuchungen ein erhohtes Risiko flir einen
Herzinfarkt gefunden (184, 262).

Die Mehrzahl der vorliegenden Studien scheint die homozygote Auspragung der MTHFR
(677TT) nicht als einen eigenstindigen Risikofaktor fiir die koronare Herzkrankheit
anzusehen, sondern die durch den Genotyp bedingte Homozysteindmie scheint lediglich in
Kombination mit anderen Risikofaktoren verstirkend zu wirken (269). So zeigten sich
Unterschiede in den primiren kardiovaskuldren Risikofaktoren der untersuchten Patienten in
den verschiedenen Untersuchungsgruppen, wie Alter (270, 271), Hypertonie (272, 273),
Diabetes mellitus (274), Nikotinabusus (271).

Seit 1969 wurde vielfach von arteriellen Thrombosen und Arteriosklerose in Verbindung mit
erhdhten Plasma-Homozystein-Spiegeln berichtet (275, 276, 277, 278).

Verschiedene  prospektive  Studien haben iibereinstimmend gezeigt, daBl eine
Hyperhomozysteindmie einen unabhéngigen Risikofaktor flir vaskuldre VerschluBkrankheiten
(183, 279) und Myokardinfarkt (271) darstellen kann. Als hiufigste Ursache fiir Erhohungen
des Plasma-Homozystein-Spiegels wurde der von uns untersuchte Polymorphismus der im
Homozystein-Metabolismus involvierten Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase

(MTHFR C677T) identifiziert (280).
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In unserer Studie ergab der Vergleich des Koronarkollektivs mit Komplikationen mit dem
Patienten-Kollektiv ohne Komplikationen in den Prdvalenzen der MTHFR 677TT keine
signifikanten Ergebnisse. Signifikanzen zeigten sich dabei weder innerhalb der ersten 30
postoperativen noch nach dem 30. postoperativen Tag.

Eine Studie von Eritsland et al. (281) verglich bei einer Untersuchung zum Verlauf nach
Bypass-Operation den mittleren Homozystein-Serumspiegel bei Patienten mit und ohne
Bypass-Operation. Es ergaben sich auch in seiner Studie in der Gegeniiberstellung beider
Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

Demnach scheint die MTHFR 677TT keinen thrombogenen Risikofaktor fiir einen
FrithverschluBl nach Graftanlage darzustellen. Jedoch scheint die durch die MTHFR 677TT
bedingte Hyperhomozysteindmie einen EinfluB auf eine Endothelzellschddigung und die
Atherogenese im arteriellen Gefdllsystem zu haben. Die atherogenen Risikofaktoren spielen
in dem ProzeB des postoperativen Friihverschlusses eine untergeordnete oder keine Rolle

(190, 191, 192).
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6. Schluf3folgerung

Die Atherosklerose der arteriellen GefiBwand spielt eine essentielle Rolle in der Atiologie
von ischdmischen Ereignissen im Bereich der Koronarien, also auch nach aortovendser
Bypass-Operation. Thromboembolische Ereignisse konnen dabei den akuten Manifestationen
der Ischdmie vorausgehen (260).

Besonders bei jungen Menschen liegt eine Kombination atherogener und thrombotischer
Faktoren (134, 189) als Ursache fiir koronare Ereignisse vor. Dabei spielen genetische Marker
eine herausragende Rolle (283).

In unserer Studie konnte nur flir den genetischen Parameter Human-Platelet-Antigen-1b
(HPA-1b) gezeigt werden, daB3 es sich um einen hereditdren Risikofaktor fiir einen Bypass-
Verschlul3, postoperativen Myokardinfarkt oder ein Todesereignis nach koronarer Graftanlage
handelt. Durch einen Aminosdurenaustausch im thrombozytiren GPIIb-IIla-Rezeptor bewirkt
der Parameter HPA-1b eine erhohte Bindung von Fibrinogen, welche die thrombotische
Wirkung der Plittchen verstérkt (83).

Fir die genetischen Parameter Faktor-V-Leiden, Prothrombin G20210A und
Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase 677TT sowie fiir die konventionellen Risikofaktoren
der Arteriosklerose konnte kein Nachweis einer erhohten postoperativen Komplikationsrate
erbracht werden. Damit stehen wir in Einklang mit den Untersuchungen, die den
thrombogenen Faktoren eine groflere Bedeutung beim FrithverschluB3 (innerhalb des ersten
postoperativen Jahres) nach Graftanlage beimessen als als den atherogenen Faktoren.

Diese Studie mit einer vergleichsweise geringen Patientenzahl konnte fiir HPA-1b einen
signifikant negativen Einflul nachweisen. Allerdings sollten die fiir Faktor-V-Leiden und
Prothrombin G20210A nachgewiesenen hohen relativen Risiken trotz fehlender Signifikanz
AnlaB} fiir weitere Untersuchungen in grofleren Kollektiven sein. Eindeutigere Ergebnisse
konnen nur durch Multicenter-Studien mit einer Zahl von 2000 - 3000 Testpersonen erreicht
werden. Im besonderen trifft dies fiir Prothrombin G20210A zu, das nur mit einer geringen
Allelfrequenz in der Allgemeinpopulation nachweisbar ist.

Bei Bestétigung unserer Ergebnisse wére zu fordern, dal HPA-1b als hereditérer Risikofaktor
fiir postoperative Komplikationen als Standardparameter in der Klinik mitgefiihrt werden
sollte. Ein Screening auf den Marker HPA-1 kann kostengiinstig durchgefiihrt und HPA-1b-
positive Trager konnten somit nach Graftanlage - auf der Grundlage zukiinftiger Studien - mit

einer intensivierten medikamentdsen Thrombozytenaggregationshemmung behandelt werden.

97



Durch Erkennung der Risikopatienten konnten die postoperativen Komplikationen minimiert

und Kosten fiir eine Re-Operation eingespart werden.
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VI Anhang

Abkiirzungen

APC
ASRA
ASS
ATP
Bp
CTP
Chron.
Cl

Diabetes mel.

DNA
DNTPs
EDTA
EKG
fam. Disp.
FVL

GP

GTP
HPA
Hyperlipopr.
K

KHK
LCA

MI

Min.
MTHFR
NIDDM
Na

NO

0O,

OLA

aktiviertes Protein C

Allel-spezifische-Restriktionsenzym-Analyse

Acetylsalicylsdure
Adenosintriphosphat
Basenpaare
Cytosintriphosphat
chronisch

Chlor

Diabetes mellitus
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonukleotidphosphate
Ethylendiamintetraacetatséure
Elektrokardiogramm
familidre Disposition
Faktor-V-Leiden
Glykoprotein
Guanintriphosphat
Human platelet antigen
Hyperlipoproteindmie
Kalium

koronare Herzkrankheit
linke Koronararterie
Myokardinfarkt

Minuten

Methyl-tetra-hydrofolsdure-Reduktase

Nicht-Insulin abhéngiger Diabetes mellitus

Natrium

Stickstoffmonoxid

Sauerstoff

Oligonukleotidligations-Assay
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OoP
PCR
PTCA
RCA
RCX
RIVA
RIVP
Sek.
TTP
VWF
vgl.
Z.n.

Operation

Polymerase Kettenreaktion
perkutane transluminale Koronarangioplastie
rechte Koronararterie

ramus circumflexus

ramus interventriculare anterior
ramus interventriculare posterior
Sekunden

Thymidintriphosphat

van Willebrand Faktor
vergleiche

Zustand nach
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Christiane Neudert
Untersuchungen zum EinfluB von Human-Platelet-Antigen-1b (HPA-1b), ..

Zusammenfassung

Der Bypass-Frithverschlul innerhalb des ersten Jahres postoperativ stellt eine wichtige
Komplikation in der Kardiochirurgie dar. Abhingig vom postoperativen Zeitpunkt kénnen
unterschiedliche Ursachen der Stenosierung nach Graftanlage nachgewiesen werden. Hierbei
spielt die Unterscheidung von Arteriosklerose bzw. Thrombogenese eine entscheidende Rolle.
Vor allem in der frithen Okklusion eines Grafts innerhalb des ersten postoperativen Jahres
sind thrombogene Mechanismen, insbesondere die Formation von Pléttchenthromben,
entscheidend. Aus diesem Grunde fithrten wir in unserer Studie die Untersuchung innerhalb
dieses Zeitraumes fiir Faktoren durch, die fir die plasmatische bzw. thrombozytire
Thrombogenese von Bedeutung sind. Als potentielle Risikofaktoren wurden Human-Platelet-
Antigen-1b (HPA-1b), Faktor-V-Leiden, Prothrombin G20210A und
Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase 677TT untersucht. In der kardiochirurgischen
Abteilung der Universititsklinik Diisseldorf wurden in der Zeit vom 1. Januar 1996 bis zum
30. April 1997 insgesamt 800 Patienten am Herzen unter Verwendung der extrakorporalen
Zirkulation operiert. Von diesen 800 Patienten konnten aufgrund der geforderten Kriterien
344 in die prospektive Studie aufgenommen werden. Eine Aufteilung der Patienten erfolgte in
zwei Gruppen, wobei die eine Gruppe mit 261 Patienten das Kollektiv der Koronarerkrankten
und die andere mit 83 Patienten das Kontroll-Kollektiv ohne KHK (angiographisch
dokumentiert) darstellte. Durch eine Fragebogenerhebung nach der Operation wurden die
klinischen Verlaufsparameter ein halbes Jahr und ein Jahr nach der Operation ermittelt. Unter
Beriicksichtigung von Mehrfachereignissen hatten 20 Patienten (7,7%) ein postoperatives
kardiales Ereignis im Sinne eines Myokardinfarktes (5,2%) oder eines Bypass-Verschlusses
(2,0%), die Gesamtletalitit im Beobachtungszeitraum von einem Jahr lag bei 4.1%. Bei der
Verlaufsbeobachtung postoperativ konnte nur das Human-Platelet-Antigen-1b als ein
signifikanter hereditérer Risikofaktor fiir einen Bypass-VerschluB, Myokardinfarkt oder ein
Todesereignis nach koronarer Graftanlage nachgewiesen werden. Dabei war das Risiko mehr
als 4-fach fiir ein koronares postoperatives Ereignis in Verbindung mit diesem genetischen
Faktor erhoht. Die konventionellen kardialen Risikomarker Cholesterin, Hypertonie und
Diabetes mellitus zeigten keine Assoziation mit postoperativen Ereignissen. Ebenso lieB sich
fiir die anderen drei untersuchten Parameter Faktor-V-Leiden, Prothrombin G20210A

Methylentetrahydrofolsdure-Reduktase 677TT kein signifikanter Zusammenhang

genannten  postoperativen Komplikationen nach  Bypass-Operation c
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