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Zusammenfassung:

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss vonewi ausgewéhlten genetischen
Polymorphismen aus dem C3-Gen des Komplementsystrhgdie Pradisposition zum
Myokardinfarkt untersucht. Als Studienpopulationdienen zwei Stichproben aus dem
Augsburger Herzinfarktregister und dem Regensburgeck Herzinfarkt Familienregister.
Insgesamt wurden 1.256 Probanden (703 Herzinfarktgan und 553 gesunde
Kontrollpersonen) an folgenden vier Markern im C8rAG genotypisiert: Repeat-
Polymorphismus im C3-Promotor (-854(G#4,) SNP im C3-Exon 3 (C3-S / C3-F), SNP im

C3-Exon 9 (HAV 4-1 - / HAV 4-1 +) und Repeat-Polyrpbismus im C3-Intron 26
(+28.614(GT),). Die Hypothese, dass Trager der seltenen C3-kaiar ein erhdhtes Risiko

fur kardiovaskulare Erkrankungen aufweisen, konimeder vorliegenden Arbeit nicht

eindeutig bestatigt werden.



1. Einleitung

1.1 Der Herzinfarkt

1.11 Epidemiologie und allgemeine Angaben zum Hanfarkt

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist nach wie voie chaufigste Todesursache in den
westlichen Industrielandern; in Deutschland isejefiinfte Todesfall auf sie zuriickzuflihren
(1). Die Pravalenz steigt bei Mannern von ca. 2brsnittleren Lebensalter auf ca. 50 % bei
Uber 65jahrigen. Frauen haben bis zur Menopause/esentlich geringeres Risiko, an einer
KHK zu erkranken (m : w = 2-3 : 1), wobei sich dderhéltnis im hohen Alter jedoch

angleicht (2).

Man unterscheidet zwischen latenter (asymptomai3chnd manifester KHK. Nach der
Framingham-Studie sind in den folgenden Tabellere iklinischen Erstmanifestationen

zusammengefasst:
Altersgruppe Gesamt Manner Frauen
18-29 - - -
30-39 2,1 4,1 -
40-49 6,2 12,3 -
50-59 26,9 39,9 14,2
60-69 59,2 79,9 40,5
70-79 93,6 146,3 64,2
insgesamt 24,5 32,7 16,7

Tabelle 1: Lebenszeitpravalenz an Zustanden nach Herzinfad®00
Einwohner der BRD (Erst- und Reinfarkte). Modifizieach (3).
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Manner Frauen
Akuter Myokardinfarkt 50 % 35 %
Stabile Angina pectoris 31% 48 %
Instabile Angina pectoris 5% 6 %
Plotzlicher Herztod 11 % 9%
sonstige 4 % 3%

Tabelle 2: Klinische Erstmanifestationen der koronaren Heawerkung bei
Frauen und Mannern. Angaben in Prozent. Modifiziath (3).

Wesentliche Ursache der KHK ist die durch Atheresdte verursachte Stenosierung der
Herzkranzarterien und die dadurch bedingte Korosaffizienz. In Ruhe kann eine
GefaRlumeneinengung von bis zu 90 % toleriert werddie fur Belastung bendtigte
Koronarreserve reduziert sich jedoch wesentlichdriiDiese Tatsache bedingt das klinische
Leitsymptom der Angina pectoris, den belastungsadig&n Thoraxschmerz. Die instabile
Angina pectoris zeichnet sich durch Schmerzen iheRund zunehmender Schwere, Dauer
und Haufigkeit der Schmerzanfdlle, sowie durch d&eing der antiangindsen
Bedarfsmedikation aus. Dabei besteht ein kritis¢hizsktrisiko von ca. 20 % (4).

Der akute Myokardinfarkt (MI) definiert sich alscisgmische Myokardnekrose durch
Verschlul3 oder kritische Einengung einer Herzkreterig. Die Inzidenz des MI liegt in
Deutschland bei 300 Infarkten / 100.000 / Jahr,evsizh groRe geographische Unterschiede
zeigen (z.B. Japan < 100; Irland, Schottland, Findl > 500). Aufgrund besserer
Praventionsmoglichkeiten und gesteigertem Gesutstievusstsein der Bevolkerung ist in
den westlichen Landern die Inzidenz und Mortalititlen letzten 20-30 Jahren rtcklaufig
(5). Letztere betragt trotzdem noch ca. 30 % waéhreer ersten Stunde nach dem
Infarktgeschehen, wahrend des ersten Monats vieestelO — 20 %, nach einem Jahr weitere
5 — 10 % (Ergebnisse des MONICA-Projektes: momprirends and determinants in
cardiovaskular diseases (6)). Ursachen hierfir sohd haufig letal verlaufenden
Komplikationen wie maligne Herzrhythmusstérungelbizdicher Herztod, myogen bedingte
Schock,
Ventrikelaneurysma, Thrombembolien (LungenemboAgoplex), Reinfarkt u. a.. Eine

Herzinsuffizienz, kardiogener Mitralinsaféinz, Herzwandruptur,
schnellstmoglich eingeleitete praklinische und iklthe Therapie unmittelbar nach den ersten

Symptomen ist wesentliche Voraussetzung flr eissdye Prognose der Patienten.
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1.1.2 Risikofaktoren

1.1.2.1 klassische Risikofaktoren

Bei den traditionellen kardiovaskularen Risikofakto kann zwischen beeinfluBbaren und
nicht zu beeinflussenden Risikofaktoren untersamederden. Zu ersteren zahlen familiare
Disposition, Lebensalter und méannliches Geschlaoht mittleren Lebensalter, zu den
beeinfluBbaren Risikofaktoren z. B. arterieller gtpnus, Hypercholesterindmie und
Rauchen.

In Tabelle 3 sind die klassischen Risikofaktoren KIHK und MI zusammengestellt: Die
RAP (rate _a@vancement_griod) bezeichnet die mittlere Zeitperiode, um dias
Herzinfarktrisiko bei Vorliegen des Risikofaktorsorverlegt wird. Ein kombiniertes
Vorkommen von klassischen Risikofaktoren erhéht Baésiko um ein Vielfaches (siehe
Abbildung 1). Insgesamt koénnen uber die Halfte rabmiftretenden Infarkte auf diese

zurtckgefuhrt werden (7).
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Risikofaktor Eigenschaften
i} A | Norm: Triglyceride: < 200 mg/d|
Eitoizjusrt]gf?\?vgf;sels % Cholesterin: <200 mg/dl
(RFTAP' 5,8 Jahre) 5 LDL-Cholesterin: < 130 mg/dl
e 5 HDL- Cholesterin: > 40 mg/dl
o Lipoprotein (a): > 30 mg/dl
>
=
'O Die angegebenen Normwerte beziehen sich auf die
3 | Primarpravention bei Patienten mit Risikofaktorén f
2 | Atherosklerose. Fir die Sekundarpravention von KHK-
@ |Patienten mussen niedrigere obere Normgrenzen
definiert werden.
1% hoheres Serumcholesterin erhéht das KHK-Ris|ko
um 1%.
GRIPS-Studie (@ttinger_Rsiko-, Inzidenz- und
Pravalenz-8udie): Reinfarktrate erhdht bei
persistierend hohen Cholesterinwerten:
LDL > 160 mg/dl: 50 % Reinfarkte in 5 Jahren
LDL > 190 mg/dl: fast 100 % Reinfarkte in 5 Jahre
Arterielle Hypertonie >140 / >90 mmHg
(RAP: 10,5 Jahre)
Diabetes mellitus Gefahr der Angiopathie und Polyneuropathie (haufig
(RAP: 5,5 Jahre) Ursache fur asymptomatische Myokardinfarkte)

. Kombination aus Lipidstoffwechselstérung, artegell
Metabolisches Syndrom Hypertonie, Typ 2-Diabetes, Adipositas
Nikotinabusus Steigerung der kardiovaskularen Mortalitat um 18 %

D2 o :
(RAP: 11,4 — 15,8 Jahre) bgl Mannerr} und um 31 % bei Frauen pro 10
Zigaretten taglich.

Lipoprotein (a) N1 > 30 mg/dl

o
Hyperfibrinogenamie S | >300 mg/dl

c
Hyperhomocysteinamie S > 12 pumol/l

Antiphospholipid-Antikorper

Folge: Hyperkoagulakili

t-PA-Defekte

Genetisch bedingt

Bewegungsmangel

Psychosoziale Faktoren

Dysstress, niedriger sozialer Status

Tabelle 3: KHK-Risikofaktoren 1. und 2. Ordnung. Modifizierach (4, 8)
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10-Jahres-Inzidenz (%)

1.1.2.2

O Frauen m Manner

45 -
40
35 -
30
25 -
20 -
15 1
10 |

4%
23%°
19
13 |1
9
6 | 6 8
adil
160 160 160 160 160160
- + + o+ + +
- - + o+ + +
- - -+ + +
- - - - + +
- - - - - +

Abbildung 1:
10-Jahres-Wahrscheinlichkeit, an einer
KHK zu erkranken, im Hinblick auf
gemeinsames Vorkommen verschiedener
Risikofaktoren (getrennt nach Geschlecht).
Modifiziert nach (8).

sys. Blutdruck
HDL: 35 — 38 fdb
Chol.: 24@62 mg/dI
Raucherin
DiabetikerIn
LVH-Zeichan EKG

Relevanz der Risikoanamese und Pravention

Trotz aller derzeit verfligbaren TherapiemoglichKaitden akuten Myokardinfarkt liegt die

Mortalitéat noch immer bei ca. 50 % innerhalb desesr Jahres. Man geht davon, dass durch

konsequente Erhebung aller Risikofaktoren und fiilge therapeutische Intervention die

KHK-Sterblichkeit um bis auf die Halfte reduzieremden konnte (9). Gerade bei jingeren

Patienten mit positiver Familienanamnese misserrakkkngen wie art. Hypertonie,

Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus optithatapiert werden (10)
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1.1.3 Genetik des Myokardinfarkts

1.1.3.1 Variabilitat des menschlichen Genoms

Mit Initiierung des Humangenomprojekts im Jahre@®&86nnte innerhalb von zehn Jahren die
Struktur des 3,2 Milliarden Basenpaare umfassemdenschlichen Genoms weitestgehend
aufgeklart werden. Die interindividuelle Variakiitin der Basenabfolge betragt im Vergleich
des Erbguts zweier Menschen nur etwa 0,1 %. Mahdpalon aus, dass krankheitsrelevante
Genorte in diesen variablen DNS-Abschnitten lokadissind und das Vorhandensein einer
Mutation die Entstehung einer Erkrankung bzw. defersprdgung in unterschiedlichem

Ausmal’ determiniert (11).

Grundsétzlich lassen sich vier Typen genetischera\gitat unterscheiden:

- Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen (RFLR)der single nucleotide
polymorphisms (SNP): Austausch eines einzelnenmgases. SNPs machen ca. 90 %
der interindividuellen genetischen Variabilitéat ga{). Ihre Gesamtzahl wird auf ca.
11 Millionen geschéatzt, wobei bis heute mehr als Rlillionen bekannt und in
Datenbanken verzeichnet sind (13).

- Mikrosatelliten (STR: short tandem repeats): Basguenzen von 1 — 11 bp
wiederholen sich mehrfach nacheinander. Sie macher0,5 % des menschlichen
Genoms aus.

- Minisatelliten (VNTR: variable number of tandespeats): Basensequenzen von 12 —
500 bp wiederholen sich mehrfach nacheinander.

Insgesamt besteht das Genom in mehr als der 5G%epatitiven Sequenzen (14).
- Insertionen bzw Deletionen: Basensequenzen uwuhtiedlicher Lange sind an

definierten Genorten zusatzlich vorhanden bzw eieldort.
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Nach Aufklarung der Intron-Exon-Struktur von Germfasste man sich bisher vorrangig mit
Genveranderungen in den kodierenden Erbgutabsehniliteressant sind dabei vor allem
diejenigen Polymorphismen, die in den kodierendeons oder in regulatorsichen Sequenzen
(Promotor, 3'UTR, 5'UTR) lokalisiert sind. Nach defranskription kénnen solche

Polymorphismen zu einer funktionellen Veranderumeg @&enprodukts fihren, sei es im
Hinblick auf die Proteinstruktur und —funktion, Rgtoranomalien oder auf verédnderte
Plasmaspiegel. Neuere Untersuchungen beschreibmms@dunktionelle Varianten in den

nicht-kodierenden Intron-Abschnitten, wobei dierlaagrunde liegenden Mechanismen noch
nicht eindeutig geklart sind. Von allen bisher baktan Polymorphismen sind allerdings die

meisten ohne funktionelle Relevanz; sie stellen késne Mutation im eigentlichen Sinn dar.

1.1.3.2 Strategien zur Aufklarung komplexer Erkrarkungen am Beispiel
Myokardinfarkt

Nicht alle Herzinfarkt-Patienten zeigen ein ausggpes klassisches Risikoprofil, wie es in
Tabelle 3 beschrieben ist. In dieser Gruppe sjadlich eine positive Familienanamnese eine
gro3e Rolle. Unabhangig von klassischen Risikofagktogeht man in bis zu 30 % aller
Herzinfarkte urséchlich von einer erblichen Genase (15). Die Suche nach genetisch
determinierten Ursachen fur die Pathogenese desstMBegenstand aktueller Forschung.
Problematischerweise zeichnen sich kardiovaskiéteankungen durch ihre multifaktorielle
Genese aus, d. h. die Pathogenese ist in variaBlesmald sowohl durch exogene als auch
genetische Einflusse bedingt. Zudem koénnen auch Blg&notypen, d. h. die
Krankheitsmerkmale, welche durch kardiovaskularekr&tkungen verursacht werden,
ausgesprochen heterogen sein. Fur die moderne ilcestellen solche multifaktoriellen,
komplexen Krankheiten wie der Myokardinfarkt eiressbndere Herausforderung dar, da das
Vererbungsmuster meist nicht in ein monogenes Yearggsschema passt. Man geht vielmehr
davon aus, dass solcherlei Erkrankungen jeweilsralfreren — mdglicherweise auf deutlich
mehr als 10 oder 20 — noch unbekannten Gendeféldsieren. Dies stellt quantitativ hohe
Anspriche an die Entschlisselung der zugrunderiggge Genetik. Die Identifizierung der
genetischen Faktoren in der Pathogenese kardiok@skiErkrankungen bietet allerdings
auch einen kaum abzuschatzenden Nutzen. So konmem diagnostische Verfahren zur

Friherkennung eines individuellen Risikos entwitkeérden. Zudem lassen sich aus der
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physiologischen Funktion der betroffenen Gene auchue Prinzipien in der
Krankheitsentstehung und idealerweise auch neueapgbetsiche Ansatze formulieren.
Gerade dieser Anspruch hat eine grof3e gesundhigitsgee Beudeutung — kardiovaskulare

Erkrankungen stehen bei den Gesundheitskostenwiaclor an erster Stelle.

Die Aufklarung der zugrundeliegenden genetischesathien gestalten sich aufgrund der
vielen Einflussfaktoren schwierig. Konzeptionell nk@&n Studien zur Genetik des
Herzinfarktes durch zwei verschiedene Strategitigan:

Auf der einen Seite findet sich ein epidemiologeschVorgehen, das der Frage nach der
Assoziation eines Markers mit einer Erkrankung gathh (Fall-Kontroll-Studie,
Assoziationsstudie). Solche Studien werden zurtifilestion von Allelen herangezogen, die
gualitativ einen kleinen pathogenetischen Beitraigtén, aber aufgrund der Allelfrequenz
populationsgenetisch sehr bedeutsam sein konnebeiDa@eschrankte man sich bisher
vorwiegend auf Polymorphismen in Genen, welcheGénprodukte kodieren, die ihrerseits
als intermediare Phanotypen ursachlich mit einemoétgen Infarktrisiko einhergehen.
Beispielsweise interessieren genetisch bedingtarfatien von Rezeptor-, Plasma-, Struktur-
und Regulatorproteinen im Renin-Angiotensin-Aldoste, Lipidstoffwechsel- oder im
Gerinnungssystem (siehe Tabelle 4).

Auf der anderen Seite stehen die Analysemoglickkeder Genetik, die den Fragen der
Vererbbarkeit, der Art des Erbgangs und der Kopplawischen einem Marker und der
Erkrankung nachgeht (Kopplungsanalyse).

Bei komplexen Erkrankungen scheint sich eine Komifem von Kopplungsansatz in
betroffenen Geschwisterpaarkollektiven und ansBelneler Assoziationsuntersuchung mittels
sog. SNPs _(sgle rucleotide _jplymorphism) in der gekoppelten Region als die
erfolgsversprechendste Strategie heraus zu krss¢aéin. Diesbeziglich lassen sich als
erfolgreiche Beispiele Morbus Crohn (16), Asthmanuwhiale (17) und Diabetes mellitus
(18) nennen.

In den vergangenen Jahren wurden eine Reihe voonzig®nsstudien zur Genetik des
Herzinfarktes durchgefihrt. Um die Frage nach desoXiation einer Erkrankung mit einem
Marker zu klaren, wird dessen Allelfrequenz bzw.nGgp bei Erkrankten und gesunden
Probanden verglichen. Eine positive bzw. negatigsoZiation liegt vor, wenn im Vergleich
der beiden Gruppen das Auftreten des Markers bei El&rankten statistisch signifikant

erhoht bzw. erniedrigt ist. Dieser Vergleich erladann eine Risikoeinschatzung.
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System Polymorphismem im Gen fr... Quelle.
. . | Angiotensin-converting enzym (29)
Renin-Angiotensin- i :
Angiotensinogen (20,21)
Aldosteron-System : _
Angiotensin Il Rezeptor Typ 1 und 2 (22)
Apolipoprotein (a), Lp(a) (23)
Fettstoffwechsel | Apolipoprotein E, apoE (24,25)
Paraoxonoase, PON1 (26,27)
Gerinnungsfaktoren V, VII, XIlI (28,29,30
Gerinnungssystem | Plasminogenaktivator-Inhibitor (31)
3 Fibrinogen (32)
Alpha2B- und 32-Adrenozeptor (33,34)
Gefaliregulation |NO-Synthase (35)
Prostacyclin-Synthase (36)
Tumornekrosefaktor alpha (37)
Immunsystem :
Lymphotoxin alpha* (38)

Tabelle 4:ausgewahlte, mit erhdhtem Infarktrisiko assoziétolymorphismen

*Lymphotoxin alpha spielt hier eine besondere Rolle, da dieses Gen nicht in einem
Kandidatengen-Approach, sondern erstmalig durch eine genomweite

Assoz ationsunter suchung gefunden wurde.

Ein einzelner Polymorphismus veréandert allerdings mnwesentlich das Herzinfarktrisiko
(haufig nur +/-10%). AuRerdem wurden viele diesssdgziationen nicht in allen Populationen
reproduziert. In der Konsequenz gibt es heute kgmmetischen Marker, deren Klinischer
Einsatz fur die Abschatzung des Herzinfarktrisikagpfohlen werden kann.
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Bei der Aufklarung der genetischen Ursachen konwlekrkrankung stehen aber auch
Methoden der Kopplungsanalyse zur Verfigung. In Regel konnen zwar keine grof3en
Familienstammbaume untersucht werden, da aufgresdrecht hohen Manifestationsalters
der Erkrankung keine &lteren Familienmitglieder ¥erfligung stehen und Aussagen Uber
den Krankheitsstatus bei Kindern und Enkeln nichlide sind. Um diesem Dilemma zu
entgehen wurde die sog. ,affected sib pair* Analysetwickelt. Bei dieser Art der
Kopplungsanalyse beschrankt man sich auf die Wntbsng von betroffenen
Geschwisterpaare (39). Unter Verwendung hochpolpimer Marker wird versucht, den
chromosomalen DNS-Abschnitt zu identifizieren, ddrerdurchschnittlich haufig auf die
erkrankten Geschwister vererbt wird. Man geht datewvon aus, dass dieser das
krankheitsrelevante Gen tragt. Ein Nachteil diesétethode gegenlber einer
Kopplungsanalyse innerhalb gro3er Familienstammlefuist die wesentlich grol3ere Zahl
von Geschwisterpaaren, die untersucht werden miissen

So konnte in einem grofRen Kollektiv betroffener @wdisterpaare aus der Regensburger
Herzinfarktstudie mittels Kopplungsanalyse weltwastitmalig ein chromosomaler Lokus fur
den Herzinfarkt auf dem menschlichen Chromosond#tifiziert werden (40).

Ein weiterer Meilenstein bei der Erforschung kavdiskularer Erkrankungen gelang Wang
und Mitarbeitern durch die Identifizierung des G&hEF2A mittels Kopplungsanalysen in
einer Familie mit einer seltenen autosomal-dominemerbten Form des Herzinfarkts. Zum
ersten Mal wurde damit ein Gen identifiziert, dagnib Menschen die koronare Herzkrankheit
verursacht. Eine 21-bp Deletion im MEF2A-Gen hathvgichere und damit die
Plaqueanlagerung beglnstigende Koronararterienwangle Folge, was letztlich zu
Herzinfarkt oder akutem Herztod fuhren kann (41ariiber hinaus wurde in zwei grol3eren
Kollektiven unverwandter Probanden erstmals ein de@&kt (im ALOX5AP-Gen)
beschrieben, der mit einem zweifach erhdhten Ridiko Herzinfarkt und Schlaganfall

assoziiert ist (42).
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1.1.3.3 Neue Strategien zur genomweiten Suche kidreitsrelevanter Merkmale.

Kopplungsungleichgewicht und Blockstruktur des maschlichen Genoms

Die dargestellten Probleme gaben Anlass zur Suable neuen Strategien bei der Suche nach
krankheitsassoziierten Genorten und Mutationenhdisuntersuchte man vorrangig den
Einfluss bereits bekannter funktioneller Polymogohen auf die Pathophysiologie
ausgewahlter Erkrankungen. Sicherlich sind es almcht nur diese wenigen
Polymorphismen, die Uber die Pathogenese komplé&wrankungen wie z. B. den
Myokardinfarkt ganzlich Aufschlul3 geben konnteneliehr spielen dabei eine Vielzahl
auch bisher unbekannter Mutationen und deren gedyesinteraktion eine grof3e Rolle.

Aus wirtschaftlichen Griinden ist das genomweitee&aing aller bisher bekannten Marker
bei der Suche nach krankheitsrelevanten Genen wanityoll. Es wurden deshalb in den
letzten zehn Jahren Studiendesigns entwickelt, heelein sequenzielles Vorgehen bei
Assoziationsstudien erlauben: So kdnnen entwedgemsytisch Markerkarten im Rahmen
eines Genomscans verdichtet oder Stichproben infieLanehrerer Studienstufen vergrol3ert
werden. Diese Ansatze sind sowohl bei der systeotan Analyse von Kandidatengenen als
auch im Rahmen von Genomscans mdglich und fuhredemtlichen Reduktionen in den
erforderlichen Fallzahlen (43).

Die kurzliche Entdeckung der Blockstruktur des nctishen Genoms zeigt sich als weitere
erfolgsversprechende Grundlage fir die Okonomisggrgenetischer Untersuchungen (44,
45). Definierte Allele verschiedener Polymorphisnaer einem Chromosom werden in ihrer
Kombination als Haplotypen bezeichnet. In solcheanl@cken werden sie haufiger
gemeinsam vererbt, als es der Zufall vermuten lidBeggeringer die Distanz zweier Marker
auf dem Genom ist, desto haufiger werden sie abbhrayig vererbt und nicht durch crossing
over wahrend der Meiose voneinander getrennt. Diiskangigkeit charakterisiert das
Kopplungsungleichgewichtiflkage_dsequilibrium, LD). Befinden sich also mehrere Merrk
in einem starken LD zueinander, so werden sie algldtiypblock gemeinsam vererbt. Ein
solcher kann sich Uber sehr weite genomische Distarfbis zu 40 kb) erstrecken (46).
Zwischen den einzelnen Bloécken liegen oftmals clusomale Regionen mit einer sehr
hohen Rekombinationsrate, sog. Hotspots. Mit derri@s der Haplotyp-Blockstruktur des
menschlichen Genoms konnten grofRe Genabschnitteh duenige ausgewéhlte Marker
charakterisiert werden, was das genomweite Scrgdamankheitsassoziierter Gene erheblich
erleichtern wirde (47,48). Aktuell bemiht man sidie Blockstruktur des menschlichen

Genoms weiter aufzuklaren und in Datenbanken vediigu machen (49).
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Abbildung 2: Blockstruktur des menschlichen Genoms. Modifiziexth (50)

Die Grafik veranschaulicht die Blockstruktur desnsehlichen Genoms. In einem Block
befinden sich viele genetische Marker (z.B. SNPsh ieinem starken

Kopplungsungleichgewicht. Durch die Auswahl wenigeprasentativer SNPs innerhalb des
Haplotyp-Blocks (sog. tagging SNPs) kann diesers@iner Auspragung charakterisiert
werden. Hotspots bezeichnen die dazwischenliegerbemvariablen Regionen. Fiur die
Analyse grofRRer Kandidatenregionen werden inzwiscEgmzelnukleotidpolymorphismen

(SNPs) anstelle von Mikrosatelliten aufgrund ihkgufigkeit, geringen Mutationsrate und

der Mdglichkeit zur Hochdurchsatz-Genotypisieruegdrzugt eingesetzt.
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1.2 Das Komplementsystem

1.2.1 Physiologische Grundlagen und Aufgaben im @anismus

Das Komplementsystem als Teil des unspezifischenunsystems besteht unter anderem aus
9 Plasmaproteinen (C1-C9), welche in Leber, Ni&ehirn, Darmepithelien, Makrophagen
und im Fettgewebe gebildet werden. Es wird nebenramyloid-A-Protein, saures alphal-
Antichymotrypsin, alphal-Antitrypsin, Haptoglobi@peruloplasmin und Fibrinogen zu den
Akute-Phase-Proteinen gezéhlt. Neben der unspeziis Immunabwehr spielt es eine Rolle
bei der Induktion von Entztindungsreaktionen soweleder Chemotaxis.

Bei der Komplementaktivierung wird ein klassisclhd ein alternativer Aktivierungsweg
unterschieden. Ersterer wird durch Antigen-Antilgirlomplexe, der alternative
Aktivierungsweg durch bakterielle Wirkstoffe indadi. Als dritte Moglichkeit der
Komplementaktivierung wird der Lectin-Weg bescheeb bei dem Mannose-bindendes-
Protein an membranstandige Zucker von Mikroorgaaersnbindet und dadurch die
Aktivierungskaskade initiiert (51). Alle drei Wegainden in die Aktivierung der C3-
Komponente und die darauf foldende Bildung desdyten Komplexes (MAC = embran
atack omplex) aus C5b — C9. Aktivierte Faktoren besitazizymatische Aktivitat und
aktivieren wiederum mit Unterstitzung von divers&egulatorproteinen die jeweils
folgenden Komponenten. Die bei der Aktivierung V08 und C5 abgespaltenen kleineren
Fragmente (mit a gekennzeichnet) spielen bei deentaxis eine grofRe Rolle und
unterhalten die Entzindungsreaktion. Der MAC sajiadidie Membran von
antikdrpermarkierten Pathogenen und tétet sie damiDesweiteren erkennen Makrophagen
und polymorphkernige Leukozyten mittels Oberflagleeeptoren die komplementmarkierten
Keime (52, 53).
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1.2.2 Genetische und molekulare Grundlagen der CRemplementkomponente
Eine zentrale Rolle im Komplementsystem wird denfonente C3 zugeschrieben. Das C3-

Gen ist auf dem menschlichen Chromosom 19p13.3isdd (54).

Chromosom 19: Lokalisation des C3-Gens

Chr 19

pl3.g
pl3.2
pl3.12
pl3.11
plz
pdl
gll
qlz
gl3.11
gl3.12
gl3.13
ql3.z
gl3.31
gl3.32
gl3.33
gl3.dl
gql3.42
ql3.43

A

N C3-Gen
Abbildung 5: Chromosomale Lokalisation des C3-Gens. Aus (55)

C3-Gen: Exon/Intron-Organisation
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Abbildung 6: Exon/Intron-Genstruktur im C3-Gen. Aus (56)

Das C3-Gen ist 41 kb grof3 und besteht aus 41 Exoméreiner Lange von 52 — 213

Basenpaaren und 40 Intronen. Die Sequenz der @®&Ryoteinstruktur besteht aus 1.663
Aminosauren (inkl. eines 22 Aminosauren langen &jggptids). Nach posttranslationalen
Proteinmodifikationen besteht humanes C3 aus zweeketten, der grofReren alpha- und
der kleineren beta-Kette, welche durch eine Didbliiicke miteinander verbunden sind. Die
beta-Kette ist auf den Exonen 1 — 16 kodiert (13 &l alpha-Kette auf 16 — 41 (28 kb) (57 —
60).

Folgende Tabelle stellt physikalische und biologescEigenschaften des C3-Proteins

Zusammen:
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Serumkonzentration 1,2 mg/dl
Molekulargewicht:

- gesamt 185.000

- alpha-Kette 110.000

- beta-Kette 75.000
Aminosauren 1.637
Isoelektrischer Punkt 5,7
Extinktionskoeffizient 9,7
(280 nm, 1 %, 1 cm)
Thioesterhydrolyserate 0,005
(%/min)

Tabelle 5: Physikalische und biologische Eigenschaften
des C3-Proteins. Modifiziert nach (59).

1.2.3 Atherosklerose

1.2.3.1 Pathophysiologie bei der Entstehung der Aeérosklerose

Bei der Entstehung der Atherosklerose geht man einar entzindlich-fibroproliferativen
Reaktion aus (61, 62). Pradisponierend fir deremst&men gelten in Analogie zum
Herzinfarkt Hypertonie, Hypercholesterinamie, Digse mellitus, Rauchen u. a. als
Risikofaktoren. Durch anfanglich kleine Intimal&sém gelangt LDL (low density lipoprotein,
=Cholesterintransportpartikel) in die subendotheli@efalRschicht. Um dieses extrazellular
abgelagerte LDL aufzunehmen wandern Gewebsmakrepham die L&sion ein,
phagozytieren LDL und wandeln sich zu sog. Schaillelzaum. Unter physiologischen
Bedingungen wird Uberschissig gespeichertes Cleolesidurch HDL (high density
lipoproteins) aufgenommen und zurick zur Leber dpantiert. Ist dieser
Transportmechanismus Uberlastet, so setzen die uBaedlen und eingewanderte
immunkompetente Zellen Entzindungsmediatoren Welche u. a. zur Proliferation glatter
Muskelzellen, Fibrose der Interzellularsubstanz umekrotischen Arealen fihren. Es
entstehen wachsende Gefallwandplagues und —sterdeyen, Stabilitat vom komplexen

Zusammenspiel von Adhasionsmolekilen, Monozyten,mumzellen, Endothelzellen,
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Zytokinen, Transmittern, Proteinasen und Nekrodedafgt. Eine Plaqueruptur kann durch
lokale Thrombosierung ein akutes myokardiales Symdauslésen (63 - 66).

Bis heute unbeantwortet bleibt jedoch die FragaumalDL als kérpereigenes Substrat in
atherosklerotischen Plaques zu einer chronisch#8ammationsreaktion fuhrt. Vor ca. 20
Jahren postulierte Steinberg et al., dass LDL dwkldative Veranderungen zu einem
entzindungsauslésenden Molekil umgewandelt wirdL{) (67). In etlichen klinischen
Studien konnte die Wirksamkeit von Antioxidantiels &HK-Therapeutika jedoch nicht
bestétigt werden (68). Mittlerweile favorisiert maie Hypothese einer subendothelialen
enzymatischen Modifikation von LDL (E-LDL). Dieseenzymatische Umbau legt
Bindungsstellen fir CRP (Complement-reaktives mRmptefrei; vermittelt durch den
klassischen Aktivierungsweg des Komplementsysteniggt ine Entziindungsreaktion (69,
70).

Die folgende Abbildung stellt die ox-LDL- und dielEDL-Hypothese gegeniber:

ox-LDL E-LDL
Hypothese Hypothese &2
LDL® o o LDL
oxX
o] 0000 004, Mo

Mo 0 O
O
o(‘ 7 0_e, C
_ _ (‘ -
5 A/ M@ \’ €
0 EDL S g%{m

ox-LDLO
FERE N\ Mg
ox-LDL
- ,Abrdumen*
Pred Na - bei Uberladung:
proinflammatorische Signale Stranden und Entziindung

Abbildung 7: schematische Gegenuberstellung der ox-LDL- undEdeDL-Hypothese.
Mo: Monozyt; M@: Makrophage; C: Komplementfaktoréws (63).
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1.2.3.2 Komplementsystem und Atherosklerose

Mittels monoklonaler spezifischer Antikbrper gegamzymatisch modifiziertes LDL konnte
dessen Existenz in allen atherosklerotischen Lasiggemeinsam mit CRP und Komplement
nachgewiesen werden (71, 72). Inwieweit die Aktumeg des Komplementsystem bei der
Pathogenese der Atherosklerose eine Rolle spietinte tierexperimentell veranschaulicht
werden: Bei Complement-defizienten Kaninchen zeigsech nach Cholesterinfutterung
signifikant geringere atherosklerotische Verandgemals bei gesunden (73). Weiter konnte
gezeigt werden, dass die unspezifische artifizidldivierung des Immunsystems von
Kaninchen zu einer Beschleunigung der Atheroskeefokrt (74).

Davon abgesehen stellt das Komplementsystem einesentlichen Faktor fur die
Immunkompetenz eines Organismus dar. Ein erworbemes angeborenes Fehlen von
Komplementfaktoren kann z. B. zu Glomerulonephriaskulitiden und zu rezidivierenden
eitrigen Infektionen durch H. influenzae, S. pnearae und N. meningitidis fuhren (75, 76).
Mittlerweile scheint ein Zusammenhang zwischenAldivitat des Komplementsystems und
dem Myokardinfarkt ebenfalls sehr wahrscheinlich:

Es konnte gezeigt werden, dass neben anderen Enizgsmediatoren sowohl CRP als auch
Komplementfaktoren nicht nur innerhalb atheroskisoher Plaques, sondern auch in
infiziertem Myokardgewebe gebildet werden und d@athgewiesen werden kdnnen (72, 77,
78). Dieser Sachverhalt bestatigte sich ebenfall$ierexperiment. In Kaninchenherzen stieg
die lokale Komplementkonzentration im Ischamievehseindeutig an (79). Eine andere
Studie findet in humanem Infarktareal einen sidgaifiten Anstieg von CRP- und
Komplementkonzentrationen wéhrend der ersten Stundeh Myokardinfarkt (70).

DarlUber hinaus haufen sich in den letzten Jahrewélse auf einen direkten Zusammenhang
von systemisch erhéhten CRP- und Komplement-Plgsegen mit Atherosklerose und
Herzinfarkt (80 - 83). Zum Beispiel konnte gezeigtrden, dass erhohte CRP- und C3-
Serumkonzentration mit den wichtigsten Risikofa&torfir die Atherosklerose und den
Myokardinfarkt korrelieren (84). Weiter wurde einrekter unabhangiger Zusammenhang
zwischen hohen C3-Konzentrationen und dem Her#trfaiko beschrieben (85). Ebenfalls
wurde der CRP-Serumspiegel als unabhéngiger kaslkaarer Risikofaktor beschrieben
(81).

Inwiefern diese Erkenntnisse fiir die individuelleakiation des Risikoprofils eines Patienten
oder fur die weiterfiihrende Diagnostik einer Myakachamie relevant sind, bleibt allerdings

abzuwarten.

27



1.2.3.3 Komplementinhibition — eine therapeutisch€hance?

Die komplementinduzierten Gewebeschéaden, insbesendeder gesteigerte
Reperfusionsschaden nach Myokardinfarkt, geben s&nleu Studien Uber therapeutische
Interventionsmdglichkeiten am Komplementsystem. éme zytopathologischen Effekte zu
mindern, erprobt man verschiedene Mdglichkeiten Klemplementinhibition, sei es durch
rekombinante Regulatorproteine, monoklonale Antidement-Antikorper oder durch
Rezeptorantagonisten (86). In Tierversuchen konateB. durch die Applikation von C1-
Inhibitoren und C3- und C5-Konvertase-Inhibitorelurch Gabe von Compstatin als C3-
Inhibitor, monoklonalen Antikérpern gegen C5 undriviase-bindendes Lectin, bis hin zur
totalen Komplementinhibition positive Effekte audrdMyokardinfarkt und die Infarktgrof3e

nachgewiesen werden (87 - 92).

1.2.4 Genetische Varianten im C3-Gen und ihre patilgenetische Bedeutung

Durch Protein-SDS-Gelelektrophorese konnte geaeggden, dass das C3-Protein in zwei
unterschiedlichen Formen vorkommt: das C3-&stjf und das C3-S I(sv). Botto et al.
beschrieb 1990 erstmals die genetische Grundlagedigsen beiden Varianten: Eine
Einzelbasenmutation von C nach G in Exon 3, Nukidgosition 364, fihrt auf Proteinebene
zu einem Austausch eines Arginin (C3-S) zu eineryci@l (C3-F). Fur eine zweite 1986
entdeckte C3-Proteinvariante, HAV 4-1+/ HAV 4-1nkte er ebenfalls die genetische
Grundlage in Exon 9, Kodon 314, lokalisieren. Duegten Einzelbasenaustausch von C nach
T kommt es auf Aminosaureebene zu einem Austause&s éeucin (HAV 4-1+) zu einem
Prolin (HAV 4-1-) (93, 94).

In einigen Studien konnten Assoziationen der set@m C3-F-Variante mit verschiedenen
Erkrankungen gezeigt werden. So zeigten sich pesiforrelationen mit Colitis ulcerosa
(95), Morbus Crohn (96), systemischer Vaskulitig)(3ANCA-positiver Vaskulitis (98) und

der Osteoarthritis bei Migranepatienten (99).
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Desweiteren konnte bisher ein Zusammenhang deengedin C3-F Variante mit einem
erhohten KHK-Risiko bei Patienten mit essentielmpertonie nachgewiesen werden (100,
101). Eine Untersuchung unter Kindern, von deneideb&ltern oder ein Eltern- und ein
Grolelternteil vor dem 45. Lebensjahr einen Heazkiferlitten haben, war eine signifikant
hohere Anzahl an C3-F-Alleltrager zu finden (102%aszar et al. zeigt dariiber hinaus eine
direkte Korrelation des C3-F-Phanotyps mit dem Myoinfarkt beim Vergleich von
gesunden Kontrollpersonen mit Patienten, welchereiHerzinfarkt Gberlebt hatten (103).
Diese Tatsache konnte jedoch zuvor von Golabi. etietht bestatigt werden (104).

In der vorliegenden Arbeit wurden neben diesen @basensubstitution, die beide
Auswirkungen auf die C3-Proteinstruktur haben, nautei weitere bisher unbekannte
Repeatpolymorphismen im C3-Gen untersucht.

In der Genubersicht sind die vier untersuchten mohlphismen im C3-Gen nach ihrer

Lokalisation eingezeichnet:

C3-Promotor: Repeat -854(CA), C3-Intron 26: Repeat +28.614(GT),

C3 Exon 3 C3 Exon 9
C3S/C3F HAV 4-1 +/-
Arg-10z-Gly Pro-314-Leu
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Abbildung 8: Lokalisation der ausgewahlten genetischen Marke€8-Gen.
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Im Folgenden sind die Basensequenzen um die aubfjew&®olymorphismen dargestellt:

C3 Promotor

-854(CA)

GGAAGACCAC

TATTATacac

ATA TGCTGTCAAC AGGGATGGCGA
S>> >>>>>>>>>> >>>>>>>>

CTTTACTGCT ATACACATTT GTACCTTTTA GATGITGATC AATATGAATA

acagacacac acacagacac acacacacac acaAACAATA CAATTTAATA

TCCTAAGAGG

GIGATGACTT

GCCTCCTTGG
<<<<<LL<L<<

ATATTGACAT TAGACAGGTA CAAAAGCTCT AGAAATGAGG ACTTTCCTCA

TTTTCACCAC CAAAGICACT CAGGCATCCT GACAAGGGTA AGIGAGGEEAA
<<<<

AAAA
<<<<

C3 Exon 3
C3-F/ C3-S

TGGGCAGGCA

>S>>>>>>>>>
TGGAACAGAC

GTCAGAAAAG

AAGAATAA
>>>>>>>>

AGGAGGGACC CAGCCCAAGA TCCGGAAGCT GGACCGTGGEG CATGGEGEECCT
>>

CCCTGACAAT  GCCCTGCCCA CGCCTAGATC CCAGCCAACA GGGAGITCAA

g
GGCc G CAACA AGITCGTGAC CGTGCAGGCC ACCTTCGGGA CCCAAGTGGT

GGAGAAGGTG

~Hhal
GTGCTGGTCA GCCTGCAGAG CGGGTACCTC TTCATCCAGA CAGACAAGAC

CATCTACACC

CCTGCCTCCA  CAGGTGAGEC TGEEEECEEC TEGAGAGEEC GEEECACCES

CGTGEECGEEG

CTAGCGTCTC  ACGAGECCTC TTTGIC TTCTC TATCGGATCT

<KLL' <LLLLLLLLL L <L

C3 Exon 9
HAV 4-1 + [/ HAV 4-1 -

CGCTTTGATC
>>>>>>>>>

CTCTCCCTTC

TGGACGEEGT

AT AGACGGAGGEC
>> >>>>>>>>>>

CCTGCCCCAG TCCCCGCCAC CTCTGAGCCC GCTCCCCTCT CTGAGCCCTC

TCACATTGAG  GATGGC/ TCGG GGGAGGTTGT GCTGAGCCGG AAGGTACTGC
t NAval (=konst. Schnittstelle)
GCAGAACCc/ C CGAGCAGAAG  ACCTGGTGGEG GAAGICTTTG TACGIGICTIG

CCACCGTCAT

NAval

CTTGCACTCA GGTGAGGCCC AGICTGAAGG CCAGGCTCAG GACCACCAAG

TGGEECCGEETC

TCAGAGTG
<<<<<<<<

TGAGAGGGGA GACCAGGTCA  GAAGAGAAAG CCTAGICTAA GGAGGGAGEC

<LLLLL <L

C3 Intron 26
+28.614(GT)p

TATTCTGAGA
SSS>>>>>>>

TCTGAGECgt

CAAAACA
>>>>>>>
CCGGACCCCA GACTCACTGA ATCAGAAATT CTAGGGGCAG GACCCAGGAA
>>>>>>>
gt gagt gt gt

gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt

TTGAGATGGA

CTGCAACCTC
<<<<<<<<<<

GITTTGCTCT TGICACCCAG GCTGGAGTGC AATGGCCCGA TCTTGGCTCA
<<

C
<

>>> <<<
XXXXXXX

~I0

ACGT

Primer-Annealing-Sequenzen

Exon 3 bzw. Exon 9 bzw. Repeatsequenzen untdrstric
Mutation von C nach G bzw. C nach T

Schnittstellen der Enzyni¢hal bzw. Aval

Basen: Alenin, Gritosin, Guanin, Thymin
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1.3 Ziel der Arbeit

Es konnte gezeigt werden, dass das Komplementsystain seiner wichtigsten
Serumkomponente C3 bei der Pathogenese der Atherosé und des Myokardinfarkts eine
zentrale Rolle spielt. Lokale und systemische Eunghdes Serumspiegels wirken sich
ungunstig auf die Prognose der KHK aus.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Polyniismen im C3-Gen untersucht: Repeat-
Polymorphismus im C3-Promotor (-854(G#4) SNP im C3-Exon 3 (C3-S / C3-F), SNP im
C3-Exon 9 (HAV 4-1 - /| HAV 4-1 +) und Repeat-Polyrpbismus im C3-Intron 26
(+28.614(GT)). Anhand zweier Fall-Kontroll-Kollektive (Augsbueg Herzinfarktregister

und Regensburg-Libeck Herzinfarkt Familienregisset) mittels Haplotypanalyse auf deren
Assoziation zum Myokardinfarkt gepruft werden. lasbndere soll die Hypothese bestatigt
werden, dass Trager des seltenen C3-F-Variante3r&Xon 3 ein erhdhtes kardiovaskulares

Risiko aufweisen.
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2.1. Materialien

2.1.1 Patientenkollektive und DNS

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Polymorph&smin zwei Herzinfarktkollektiven

sowie zwei Kontrollkollektiven untersucht.

2111 Darstellung der Patienten- und Kontrollkollektive

Das Augsburger Herzinfarktregister (KORA Herzintatlkdie 1996/97, n=612) besteht aus
Patienten (w/m, 31-71 Jahre) mit einem ohne famaililaufung sporadisch aufgetretenen
Herzinfarkt vor dem 60. Lebensjahr. Als zugeordsétentrollkollektiv (n=1.675) diente der
dritte  Augsburg MONICA Survey 1994/95, welcher @ine reprasentativen
Bevolkerungsquerschnitt aus der Region Augsburgtelir

Das Regensburg-Libeck Herzinfarkt Familienregisfgesamt n=7.536) setzt sich aus
Herzinfarktpatienten mit familiar gehauftem Heraritrisiko zusammen. Damit die
entsprechende Familie in die Studie eingeschlogssgde, musste der Index-Patient bis zum
60. Lebensjahr und mindestens ein Geschwister uns Z0. Lebensjahr einen Herzinfakrt
oder eine Koronarintervention (ACVB oder PTCA) aafgen. Das zugeordnete
Kontrollkollektiv (n=1.469) setzte sich aus den htibetroffenen Ehepartnern der
Indexpatienten zusammen. Dieses Kollektiv wurdeclluScreening von uUber 200.000
Krankenakten in 15 deutschen Reha-Kliniken ideziéft.

Alle Patienten und Kontrollpersonen wurden ausf@hrphéanotypisch charakterisiert. Hierzu
wurde eine genaue Anamnese erhoben, die insbesondaef die Erfassung des
kardiovaskularen Risikoprofils (Bluthochdruck, Hygleolesterinamie, Rauchen), auf eine
detaillierte Erfassung kardiovaskularer Ereignigseder Familie sowie auf die jeweilige
aktuelle Medikation abzielte. Nach standardisierfenotokollen wurden von geschultem
Personal folgende Parameter erhoben: Ruhe-Blutdrueim Hg, Grol3e in m, sowie Gewicht
in kg. Daruber hinaus wurden bestimmte laborchemeiscAnalysen durchgeflhrt
(Gesamtcholesterin, LDL-, HDL-Cholesterin, Triglyke, HbAlc, Glucose). Die Kontrollen
des dritten Augsburg MONICA Survey 1994/95 wurdanither hinaus echokardiographisch
charakterisiert. Alle Patienten und Kontrollen wgilén schriftlich in die Untersuchungen ein.

Die Ethikkomission der Universitat Regensburg reahdtudienprotokoll zugestimmit.
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Als repréasentative Stichprobe wurden fur die vgeiede Arbeit insgesamt 1.763
Herzinfarktpatienten und Kontrollpersonen aus demgdburger Herzinfarktregister und
Regensburg-Lubeck Herzinfarkt Familienregister tsueht. Komplette phanotypische Daten

und genotypische Haplotypsétze liegen bei 1.258.,24%) Probanden vor. Die folgende
Tabelle gibt eine Ubersicht:

Augsburger Herzinfarktregister Regensburg-Libeck
KORA-cases/MONICA-controls Herzinfarkt Familienregister
Herzinfarkte Kontrollen Herzinfarkte Kontrollen
Anzahl
371 265 332 288
536 620
Gesamt
1.256
2.1.1.2 Extraktion der genomischen Probanden-DNS

Die Patienten-DNS wurde aus Leukozyten aus EDTA-Baliert (Pure Gene DNA Kit®,
Gentron, USA). Mittels spektrometrischer Messung2&® und 280 nm wurde anschliel3end
die Konzentration und Reinheit der DNA festgestellt

Zur Konservierung wird die gewonnene DNS zur Laittggerung bei —80°C, ansonsten bei
—20°C eingefroren.

Fur die Analyseschritte werden die Proben in gememnB6-well-plates positioniert und
unmittelbar vor der weiteren Verwendung aufgetaut.
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2.1.2 Gelelektrophorese: Materialien und Gerate
TBE-Puffer:

- 108 g Tris Base USB US 75825

- 55 g Borsaure Merck

- 7,44 g EDTA Sigma
Agarose NEEO Ultra Qualitat 2267,4, Roth
Ethidiumbromid Molecular Probes Europe BV
Laborwaage Sartorius 1712004

Erlenmayerkolben Weithals (500 ml)
Mikrowellengerat

Magnetrihrer
Elektrophoresekammer
Spannungsquelle

Geldokumentationsanlage

Merck 214Q1174

Privileg 9023

Heidolph MR 3001#

OWL Separation Systems
Biometra Power Pack P25
BioDoc 2000, Biometra

2.1.3

2131

DNS-Amplifikation, PCR: Materialien und Geréate

Materialien fiur die PCR

10x PCR-Puffer
- 250 ml KCI (1M)
- 50 ml Tris HCI (1 M, pH 8,3)
- 7,5mlMgCI2 (1 M)
- ad 500 ml aqua dest.
- +0,59g Gelatine

dNTPs

Tag-Polymerase

Mastermix (fir C3 Intron 26)

Pipettenspitzen

96-well-plate

PCR-Geréat

Zentrifuge

Merck

Merck

Merck

Braun (Aqua fur Injektionszwecke)
Merck

Promega U1240

Panscript DNS Polymerase
Eppendorf

ART DNAse & RNAse Free
Costar 1401001

Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer

Megafuge 1,0, Heraeus
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2.1.3.2 Primerauswahl

Die ausgewahlten Primerpaare flankieren den zusutbenden DNS-Abschnitt und werden

computergestitzt ausgewahlt und anschlieRend exeetell optimiert.

BioTez

C3-PromotorR | (5") = TTT TCC AAG GAG GCT CCC - (3)

C3-Promotor F | (5') — 6-FAM -ATA TGC TGT CAA CAG GGA TGG - (3), floureszenzmhdert
C3-Promotor F | (5")— HEX-ATA TGC TGT CAA CAG GGA TGG — (3'), floureszenzmhdert

BioTeZ
C3 Exon 3R (5") - GAC AAA GAG GCC TCG TGAGA - (3)
C3 Exon3F (5") — AAG AAT AAT GGG CAG GCA AG - (3",

BioTeZ
C3Exon9R (5) - CAC TCT GAG CCT CCC TCC TTAGAC - (3)
C3Exon9 F (5) — ATA GAC GGA GGC CGC TTT GAT - (3),

Qiagen
C3Intron 26 R | (5) — GGA GGT TGC AGT GAG CCA AG - (3)
C3Intron26 F | (5) — 6-FAM —-CAA AAC ATA TTC TGA GAC CGG ACC — (3", fl.-marlart

214 Enzymverdau: Materialien und Gerate

Der Enzymverdau wurde in 96-well-plates in PCR-@ardei konstanter Temperatur von
37,0 °C durchgefiihrt.

C3 Exon 3 5...GCG"C...3
Hha | New England BioLabs 3...C"GCG...5n
C3 Exon 9 5...C"PyCGPuUG...3’

Ava | New England BioLabs 3'...GPuGCPy"C...5’
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2.1.5 Fragmentlangenanalyse: Materialien und Gerate

Alle Materialien und Gerate von ABI (Applied Bioggms):

Analysegerat
96-well-plate
Probenpuffer
Langenstandard
Elektrodenpuffer
Polymer

Filterset

ABI PRISM® 3100

Optical plate 96

Hi-Di™ Formamid
GeneScan™-500 size standard
Buffer (10x) with EDTA

ABI PRISM 3100 Performance Optimized Polymer™, F8OH
3100 Matrix Standard Set CS-30
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2.2. Methoden

221 Gelelektrophorese

2211 Prinzip der Gelelektrophorese

Gele dienen als Trennsystem fiir unterschiedlicliigrMolekile. Bestandteile einer Probe
kénnen ihrer GroRe nach aufgetrennt und bei Beeladeln weiterverarbeitet werden. Im
elektrischen Feld wandern sie gemald ihrer Eigenigdiur Anode bzw. Kathode, wobei
grof3e Molekiile weniger weit wandern als kleine.dbuvergleich mit Langenstandards kann

die Grol3e des Molekils abgeschétzt werden.

2.2.1.2 Agarosegele: Herstellung und Eigenschaften

Bei der Herstellung wird die Agarose in 1x TBE-Rwfigeldst und bis zum Sieden und
Aufklaren erhitzt (hier: 1,5%ige L6sung: 4,5 g Agse / 300 ml TBE). Unter standigem
Ruhren kihlt die Agarose auf ca. 40°C ab. Nach Baegeon Ethidiumbromid (hier 10 ul/300
ml Agarosegel) giel3t man das Gel zum Erstarremiey und bildet Probentaschen mittels
Kammen.

Durch Variation der Agarosekonzentration von 0,% %is 3,0 %ig kdnnen DNS-Fragmente
zwischen 0,05 kb und 30 kb gut voneinander getremntien.

2.2.1.3 Elektrophorese der Amplifikationsprodukte

In den Elektrophoresekammern werden die Gele mitBk-Puffer Gberschichtet. Die PCR-

Produkte sinken — im Verhaltnis 1:2 gemischt miteen Laufpuffer hoheren spezifischen
Gewichts als Wasser — in die Probentaschen. Durdag&n einer Spannung von 120 V flr
etwa 45 min. wandern die negativ geladenen DNS+Reate gemal ihrer Grol3e zur Anode

des elektrischen Feldes.
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2214 Auswertung und Dokumentation der Gelelektphorese

Ethidiumbromid interkaliert in die doppelstrangi@esoxyribonukleinsdure und lasst die
DNS unter UV-Licht floureszieren. Molekile gleicheré3e werden somit als Banden im Gel

sichtbar und das Ergebnis kann mittels einer Kardekamentiert und ausgewertet werden.

2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion, PCR

22.2.1 Prinzip der PCR

Die PCR dient zur spezifischen Amplifikation deérter DNS-Sequenzen.

Zur vorgelegten Template-DNS werden die vier Nuitkxy das ausgewdahlte Primerpaar, die
thermostabile Tag-Polymerase (isoliert aus dem é&aknh Thermus_agaticus) und PCR-
Puffer gegeben. Letzterer gewahrleistet die Stabitles pH-Wertes (pH~8) und liefert die
notigen Salzkonzentrationen fur die Reaktion.

Durch zyklische Veradnderung der Reaktionstemperatgrden die jeweils optimalen
Bedingungen fur die drei Schritte Denaturierung°(®2 Annealing der Primer (50 — 65°C)
und Elongation (72°C) erreicht. Dieser Zyklus whis zu 40 mal wiederholt, wobei sich
theoretisch die Anzahl der DNS-Molekile jeweilsdawpeln musste. Durch Zunahme der
Reaktionsprodukte gegen Ende der Reaktion lassh gedoch nur ein mittlerer
Multiplikationsfaktor von ca. 1,6 erreichen.
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2.2.2.2 PCR-Protokolle fir die ausgewahlten Primgraare

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber BiER-Protokolle der in der vorliegenden

Arbeit verwendeten Primerpaare:

C3 Promotor C3 Exon 3 C3 Exon 9 C3 Intron 26
-854(CA)n C3-F/C3-S HAV 4-1 +/- | +28.614(GT)
DNS-Menge 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
2,5 pl Puffer 2,5 pl Puffer 2,5 pl Puffer 1,0 pl Primer F
PCR- 4,0 pl dNTP 4,0 ul dNTP 4,0 ul dNTP 1,0 pl Primer R
) 1,0 pl Primer F 0,5 pl Primer F 0,5 pl Primer F 10,0 pl Mastermix
Mastermix 1,0 pl Primer R 0,5 pl Primer R 0,5 pl Primer R (Eppendorf)
0,2 ul Tag-P. 0,2 ul Tag-P. 0,2 ul Tag-P. 1,0 pl Mg-Ldsung

16,3 pl agua dest.

17,3 ul aqua dest.

17,3 ul aqua dest.

12,0 ul agua dest.

25,0 pl/Ansatz

25,0 pl/Ansatz

25,0 pl/Ansatz

25,0 pl/Ansatz

95° & 95° &' 95° &' 95° &
94° 30" \ 94° 30"\ 94° 30"\ 94° 30" \

PCR-Protokoll | .550 30+ 354 61° 30" 38x *57° 30" 35x *57° 30" 38x
72°30" | 72°30" | 72°30" | 72°30" |
72° 10 72° 10’ 72° 10’ 72° 10

16° forever

16° forever

16° forever

16° forever

* Die optimalen annealing-Temperaturen fir diggdigen Primerpaare wurden

durch Gradienten-PCRs ermittelt. In verschiedenest-PCR-Anséatzen werden dabei

die Annealing-Temperaturen z. B. von 50°C bis 6&bt@teigend eingestellt.

Als Zwischenkontrolle des PCR-Ergebnisses eigrott die Gelelektrophorese. Dazu werden
5ul PCR-Produkt mit 10 pl Ladepuffer vermischt @adigetragen. Hier kann die Qualitat und

die erwartete GrofR3e des Produkts mittels Langedatdrgualitativ erfasst werden.
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2.2.3 Restriktionsenzymverdau

2.23.1 Prinzip des Restriktionsenzymverdaus

Durch ein aus Bakterien isoliertes Enzym wird itvadlo eines DNS-Stranges eine spezifische
Basensequenz erkannt und an definierter Stellehgéten. Dieses Prinzip kann man sich bei

der Detektion von bestimmten Einzelbasensubstitetip sog. RFLPs (restriction fragment

length polymorphisms), zu nutze machen. Dabei widlalh das Enzym gemald der normalen

Basensequenz oder gemal} der die Mutation enthael®eguenz aus.

2.2.3.2 Protokolle fur die Enzymverdaue
C3 Exon 3 (C3-F/ C3-S) C3 Exon 9 (HAV 4-1 +/-)
Enzym Hha Ava |

(aus_HFaemophilus hemolyticus)

(aus_Mabaena v@abilis)

Schnittstelle

(mit ~ gekennzeichnet 5...GCG"C...3 5...C"PyCGPuUG...3’
G: Base Guanin 3...C"GCG...5 3'...GPuGCPy"C...5’
C: Base Cytosin
Pu: Purinbase

Py: Pyrimidinbase)
Polymorphismus C/G C/T
cC CcC
Genotypen homozygot geschnitten homozygot geschnitten
haufiges Allel haufiges Allel
CG CT
heterozygot heterozygot
GG TT
homozygot nicht geschnitten homozygot nicht geschnitten
seltenes Allel seltenes Allel
0,5 plEnzym (10 u/Ansatz) 1,0 pl Enzym (10 u/Ansatz)
Protokoll 1,5 upl NE Buffer 4 (10x) 1,5 pl NE Buffer 4 (10x)

0,15 pl BSA

5,85 pl aqua dest.
7,0 ul PCR-Produkt
15 ul/ Ansatz

Inkubation: 37°C fiir 3 h

Elektrophorese:

10 pl Verdauprodukt + Laufpuffer
1,5%iges Agarosegel

45 min Elektrophorese bei 120 V

5,5 plaqua dest.
7,0 ul PCR-Produkt
15 ul/ Ansatz

Inkubation: 37°C fir 3 h

Elektrophorese:

10 pl Verdauprodukt + Laufpuffer
1,5%iges Agarosegel

45 min Elektrophorese bei 120 V

40




224 Fragmentlangenanalyse mit ABI PRISM® 3100

Die Grol3e von PCR-Produkten kann im Vergleich miingenstandards nur abgeschéatzt
werden.

Im Genom finden sich haufig repetitive Regionenwilichen sich z. B. Basendupletts oder —
tripletts immer wieder wiederholen. Durch Deletiooder Insertion von solchen
Nukleotidstiicken im Genom entwickelten sich im leader Evolution unterschiedlich lange
repetitive Sequenzen im Erbgut der verschiedendinitiuen.

Die Detektion solcher Repeat-Langenpolymorphisméikrosatelliten) benotigt eine
Methode, welche die Lange des Fragments auf wéBagenpaare genau bestimmen kann.
Diese Moglichkeit bietet in hochtechnisierter Fuoksweise der ABlI PRISM® 3100.

224.1 Prinzip der Fragmentlangenanalyse mit ABI PRISM® 3D0

Das Funktionsprinzip des Geréts gleicht dem derelélrophorese. Eine mit Gelmatrix
beladene Kapillare taucht zuerst mit dem einen Bndegine Losung des zu analysierenden
PCR-Produkts ein. Durch Anlegen einer elektriscBpannung wandern die Fragmente durch
die Gelmatrix (ABlI PRISM® 3100 Performance OptindzBolymer™, POP). Analog zur
herkdbmmlichen Gelelektrophorese wandern grol3e Featgnweniger weit als kleine. Mittels
eines Laserstrahls werden die floureszenzmarkiefibis-Stiicke detektiert und in ihrer
GrofRe mit einem mitlaufenden Langenstandard vérgtic

Die Datenauswertung erfolgt mittels eines Computgmamms und erlaubt die genaue

Bestimmung der Basenpaaranzahl eines DNS-Fragments.

Mit Verwendung der floureszenzmarkieren Primer wiughrend der PCR jedes amplifizierte

DNS-Stiick an einem Ende mit dem Farbstoff markiert:

) rmOH =OH Q ]
Qﬁﬁ\ ey 11 eTTr T T T

"
=OH e DH

>>PCR>>
Abbildung 9: Floureszenzmarkierung der Amplifikationsprodul8ehematische Abbildung aus (105).
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Zwei 96-well-plates konnen gleichzeitig vollautomeh im Gerét analysiert werden:

Abbildung 10: Schemazeichnung des prinzipiellen Aufbaus desPBISM® 3100. Aus (105).

Der prinzipielle Aufbau des Detektionssystemsrisfolgenden Bild dargestellt:

Kapillare
oder
" Glasplatte
P \CCD-Kamera 5
Spektrograph = = ¥
mit é e \
Hohlspiegel Spiegel
>
4
@
Fokussierungslinse. E
Longpass Filter =
- ¥ Detektions-
bereich

Laser Linse Filterset halbdurchFukussierungs-
lassiger linse
Spiegel

Abbildung 11: schematische Darstellung des DetektionssysterdsBhPRISM® 3100. Aus (105).
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2.2.4.2 Vorbereitung und Protokoll fir die Fragmentlangenanalyse

Zur Amplifikation des betreffenden DNS-Abschnitt®inken Standard-PCR-Programme
verwendet werden (s. 0.). Die beiden Primer soflen Repeat-Polymorphismus an beiden
Enden flankieren, wobei einer der beiden an einaneEnit einem floureszierenden Farbstoff
markiert wird. Auf diese Weise ist nach der PCR efedeinzelne DNS-Fragment

floureszenzmarkiert. Vor der weiteren Verarbeitutgs Produkts soll die PCR mittels

Gelelektrophorese kontrolliert werden.

In einer fir das Gerat genormten 96-well-plate wargro Ansatz 10 ul Hi-Di™Formamid

und 0,5 pl GeneScan™-500 size standard ROX vorgdbeg PCR-Produkt wird 1:100 mit

aqua dest. verdinnt und davon 5 pul in die jeweiRdattenposition pipettiert. Durch zu

niedrige Verdinnungen der DNS und damit zu hohdak8azentrationen aus dem PCR-
Ansatz wird die Analyse gestért und die Ergebnissérauchbar. Unmittelbar vor der

Analyse im Gerat wird die DNS bei 92°C fur 2 minanzelstrangiger DNS denaturiert.

2243 Analyserate des Gerats

Eine Fragmentanalyse dauert je nach Grol3e einepkn&punde. Durch die 16-Kapillar-
Technik kdnnen ebenso viele Proben gleichzeitifelauDie Analyse von 192 Ansatzen wird
vollautomatisch binnen 10 Stunden durchgefiuhrtgegpeichert.

Das Gerét bietet die Moglichkeit, bis zu drei usthiedlich markierte DNS-Fragmente pro
Ansatz gleichzeitig zu analysieren. Als Farbstdtenmen TAMRA, HEX, JOE, NED, 5-
FAM, 6-FAM, TET oder ROX in Frage. Mit letzterermdi die erhéaltlichen GroRenstandards
markiert. Bei der Detektion mittels Argonlaser (V@alangenbereich: 488 — 514,5 nm) und
Kamera (charge-coupled device camera) kdénnen \iedsae Filter vorgeschaltet werden,
welche die Unterscheidung der unterschiedlicherbstaffe ermdglicht. Je nach Filterset
kénnen vier dieser Farbstoffe miteinander kombinweerden. Durch dieses DNS-Pooling

kann die Analyserate auf maximal 60 Genotypisieemngro Stunde gesteigert werden.
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2244

Analyse des C3-Promotor- und C3-Intron-26-Repeatpgimorphismus

Nachfolgende Tabelle gibt das Vorgehen und die @endstellungen fir die beiden

untersuchten Fragmentlangenpolymorphismus wieder:

Primer

C3-Promotor (C3 CA F/R)

C3 Intron 26

C3CAF 6-FAM

C3Intron 26 F 6-FAM

Floureszenzmarkierung C3 CAF HEX
C3 CAR unmarkiert C3 Intron 26 R unmarkiert.
Repeatpolymorphismus| ...CACACACA... ..GTGTGTGT...

Langenstandard

GeneScan™-500 size standard ROX

(3550 75 100 139 150 160 200

250 300 340 350 500480 500 bp)

Pipettierschema

9,5 pl Hi-Di-Puffer

0,5 pl Standard ROX

2,5 ul PCR-Produkt (1:50)
(6-FAM-markiert)

2,5 ul PCR-Produkt (1:50)
(HEX-markiert)

hier werden zwei unterschiedli
floureszenzmarkierte in einem Ans
gepoolt und spater gleichzeitig
Gerat analysiert.

9,5 ul Hi-Di-Puffer

0,5 ul Standard ROX

5,0 pl PCR-Produkt (1:100)
(6-FAM-markiert)

’hh diesem Fall werden die Prob
AHufgrund besserer Analyseergebn
Micht gepoolt.

SSe

Geréateeinstellungen

Identische Einstellungen:
die run-modules sind fur Standard-Fragmentanalysem

Hersteller optimiert un

d im Gerat voreingestellt:

Run- Run temperature 60

module | €ap fill volume 184
Current tolerance | 100
Run current 100
Voltage Tolerance |0,6
Pre Run voltage 15
Pre Run time 180
Injection voltage 1
Injection time 22
Run voltage 15
number of steps 10
voltage step interval| 60
Data delay time 1
Run time 210

Intervalle:
18-65°C
1-200 steps
1-100 pAmps
1-200 pAmps
0,25-2,0 kVolts
0-15 kVolts
1-1000 sec
1-15 kVolts
1-600 sec
0-15 kVolts
1-100 steps
1-60 sec
1-3600 sec

0 300-14000 sec
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ot

Geréateeinstellungen Polymer:| ABI PRISM® 3100 Performance Optimized Polyme
(“Gely |POP-6™
Filterset: | Dye-Set D
Mit diesem Filterset konnen die Farbstoffe 6-FA
HEX, NED und_ROXkombiniert werden. Es gen
somit den Anforderung der vorliegenden Protokolls.
C3-Promotor: 8 Allele C3 Intron 26: 8 Allele
Vorhandene Allele 274 bp 191 bp
276 bp 193 bp
282 bp 195 bp
284 bp 197 bp
286 bp 199 bp
290 bp 201 bp
292 bp 203 bp
294 bp 205 bp
2.2.5 Verwaltung und Kontrolle der Einzelergebnisse

Die Einzelergebnisse aller Genotypisierungen wurgiemal? ihrer Position auf den 96-well-

plates den Patientenidentifikationsnummern in eideenbank zugeordnet.

384 Patientenproben wurden auf unterschiedlicheaxttdPipositionen doppelt analysiert,

wobei die Ergebnisse aller Doppelbestimmungen imsiemmmten. Als weitere interne

Kontrolle muss auf die stets negativen Ergebnissd_derwerte geachtet werden.

45



3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Kollektive

Insgesamt wurden 1.763 Personen aus dem Regenshioegk Herzinfarkt-Familienregister
und aus dem Augsburger Herzinfarktregister unténtswomplette phanotypische Daten und
genotypische Haplotypsatze liegen bei 1.256 (=®b)2 Probanden vor. Die Zahl der
eliminierten Falle/Kontrollen erklaren sich zumaindurch die unterschiedliche Qualitat des
DNS-Materials und der labortechnischen Methodik @ndh anderen dadurch, dass fur die
folgenden Berechnungen ausschlief3lich eindeutigdy&eergebnisse bertcksichtigt wurden,
damit ein hohes MalR an Reliabilitdt der Testwenteieht werden konnte. Um diesem
Anspruch Rechnung zu tragen wurden bei 384 zufalliggewahlten Fallen die Ergebnisse
doppelt bestimmt.

Die nachfolgende Tabelle wurde unter Zuhilfenahmes dProgramms SPSS 12.0 far
Windows® erstellt und gibt eine Ubersicht Uber pitiipische Daten des gesamten

Untersuchungskollektivs:

zur Erklarung: *)

Hypertonie: falls RR (diastolisck)95 mmHg und/oder RR (systolisch)L60
mmHg und/oder Patient erhalt antihypertensiverdgpie.

Diabetes: falls anamnestisch Diabetes bekannt dedf@atient erhalt
antidiabetische Therapie.

Rauchen: aktuell: zur Zeit der Evaluation

jemals: positive Raucheranamnese
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Herzinfarktpatienten

gesunde Kontrollpersonen

______________________________________________________________________________ Alle
Regensburg: Augsburg | Regensburg: Augsburg Probanden
Anzahl | 7 03 ___________________________________ 553 ________________ 1256
[n] 332 | 371 288 | 265
Geschlecht] 185 __________________________________ 203 _______________ 193
Frauen [%] 274 | 105 30,2 | 9.4 ’
58,2 + 7,4 59,0 + 9,3
f'fr S i e 58,5 + 8,3
[Jahre] 508+7,6 | 568+68| 599+95 57,9+9p
body-mass-| 28038 | 21,235 97 6437
index (ko/ml 276+40 | 283+36| 270+36 274%3p
Cholesterin, 227,2 +44.8 239,1+42,0
T S e s 232,0 + 44,0
mo/dl] | 2264 44,3 227,9+45% 2382+41,4 2402:+4p8
B 140,1 + 38,5 150,4 + 36,6
P e B 1446 + 38,0
[mo/dll | 1443+37,5 1364+39] 1505+336 150,2+4p.1
49,1 + 14,0 53,3+ 14,6
ol | b SRR 51,0 + 14,4
g 51,7+136 | 468+140 565+133 49,8+147
Hypertonie* | “uwe a0 25
[%] 898 | 981 54,9 | 34,3
Hypertonie | S 6 65.0
Therapie [%]l  gg1 | 973 431 | 17,0 ’
Diabetes* | 152 ___________________________________ 3 4 ________________ 10.0
[%] 163 | 14,3 6,6 0,0 ’
Rauchen* | vl 206 181
aktuell [%] 151 | 17,0 194 | 21,9 ’
Rauchen* | AR R 622 201
jemals [%] 729 | 792 60,8 | 63,8 ’
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3.2 Optimierung der PCR-Bedingungen

Um wahrend der PCR optimale Bedingungen schaffen kbanen sind folgende
Voraussetzungen von wesentlicher Bedeutung:
- getrennte, speziell dafir gestaltete Arbeitsbeeeftih pra- und post-PCR
- Einhalten strenger Hygienevorschriften, Verunrainigen vermeiden
- qualitativ hochwertige Chemikalien fur den PCR-Awasa
- Bearbeiten mehrerer PCR-Ansatze gleichzeitig mit b@sten automatischen
Pipettiersystemen
- standardisierte Amplifikation in PCR-Geraten (hi€ene Amp PCR System
9600®, Perkin Elmer), standardisierte PCR-Protakoll
- Eindeutige Probenbezeichnung, -archivierung und elinrgdokumentation,

Verwechslungen vermeiden

Sowohl durch Variation der Menge der Template-DN&d wer Konzentrationen der
eingesetzen Chemikalien im Mastermix, als auch ldiweranderungen im PCR-Protokoll
(Zyklenanzahl, Zykluszeiten, Annealing-Temperatyyerkonnen die Ergebnisse der
Amplifikationsreaktion mittels verschiedener Test@ize optimiert werden.

Die optimalen Annealing-Temperaturen fur die jewgeh Primerpaare wurden durch
Gradienten-PCRs ermittelt. Dabei werden in versidmen Test-PCR-Ansatzen die
Annealing-Temperaturen wahrend der PCR z. B. vaiC3ils 65°C aufsteigend eingestellt
(automatisiert im PCR-Gerat Gene Amp PCR SystenD®6MPerkin Elmer). Derjenige

Testansatz, welcher in der Elektrophorese augemdiche das beste Ergebnis liefert,
bestimmt die optimale annealing-Temperatur.

Die Gelelektrophorese eignet sich als Zwischenkdlietrder PCR-Ergebnisse. Dazu werden
5ul PCR-Produkt mit 10 pl Ladepuffer vermischt andgetragen. Hier kann die Qualitat und
die erwartete Grof3e des Produkts mittels Langedatdrqualitativ erfasst werden.

C3 Promotor C3 Exon 3 C3 Exon 9 C3 Intron 26
-854(CA)n C3-F/C3-S HAV 4-1 +/- +28.614(GT)p,
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3.3 Auswertung der Restriktionsenzymverdaue

Nach dem anschlieBenden Enzymverdau wird das verd@R-Produkt elektrophoretisch
aufgetrennt. Dabei ergeben sich fur jeden Gendtgpakteristische Bandenmuster:
Schneidet das Enzym das PCR-Produkt vollstandigergeben sich zwei Banden. Dies
entspricht einem homozygoten Merkmalstrdger. DN&48pzen, welche den seltenen
Genotyp (Mutation) aufweisen, werden in den vodiegen beiden Fallen unter Verwendung
obiger Enzyme nicht geschnitten. Hier bleibt alsas dirspringlich grof3e DNS-Molekdl
erhalten, welches in der Gelelektrophorese weniggt wandert und nur zu einer Bande
fuhrt. Heterozygote Anlagetrager tragen beide Allehd zeigen somit alle drei Banden.
Besitzt ein Enzym im ausgewahlten Amplifikationgguat noch eine konstante Schnittstelle,
so ergibt sich ein weiteres mehr oder weniger kleiRragment, welches zu einer zusatzlichen
Bande fuhrt (hier: 53 bp groRes Fragment nach \tendia Ava ).

C3 Exon 3, Hhal C3 Exon9, Aval

Fragmentgrol3en nach Verdau Fragmentgrol3en nach Verdau
nicht nicht
verdaut |CC CG GG verdaut |CC CT T
320 bp
344 bp 344 bp |344bp 222 bp |222bp
201 bp |201bp 169 bp |169 bp
143 bp |[143 bp 98bp |98 bp 98 bp
53bp |53 bp 53 bp
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3.4 Auswertung der Fragmentlangenanalyse

Die Steuerung des Gerats und Datenspeicherunggerattels der 3100 Data Collection
Software®. Bei der Auswertung der Ergebnisse Hdlis GeneScan®- und Genotyper®-
Programm. Die Signalintensitdten werden dabei ddachige Peaks in einem Intensitat-
Fragmentlangen-Diagramm dargestellt. Die Analysapater konnen im Analysemodul

angepasst werden.

C3-Promotor -854(CAh

B8 Genotyper 3.7 - [Plots - untitled] _[31 %]
@ File Edit Analsis Category Table Views Macro Window Help 18] x|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 330 2265 230 335 340 16 260 356 60 IS /0 A5 730 286 200 206 300 306 310 316 3 3 330 336 340

10_B02_04 53 4 Blue
|00
300
200
100
N
11_C02_06 153 6 Blue
200
150
100
50
- B
12_D02_08 fsa 2 Blue
|-150
|-100
F50
#76.7] [F8E57

C3Intron 26 +28.614(GT),
(in diesem Ausschnitt nur heterozygote Probanden)

E= Genotyper 3.7 - [Plots - untitled]
70 Fle Edi Analsis Calegoy Table Wiews Maco Window Help —l&] x|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
W6 W78 190 19z 184 186 198 180 182 184 9% 198 MO0 02 N4 306 08 30 103 T4 2l ms w3 14
[
oo
180,12 82l ]
|
2301 0452 5 Blue o
2000
1000
200 56
34011 07 fsa 7 Blue
1500
1000
500
T06.44] [[8551
5_EN1 0052 o Blue
1000
500
T96.46] (20056
_F11_11 fsa 11 Blue

1000
500

Wahrend der PCR kommt es bei der Amplifikation dgeRepeat-Polymorphismus im Intron
26 zu Fehlern durch die Tag-Polymerase. Manchmedevewahrend der Elongation Repeat-
Stucke (hier 2 Nukleotide) Ubersprungen. Die jesv2iBasenpaare kirzeren DNS-Fragmente
bedingen die niedrigeren, fur die Auswertung ureftenden Peaks.
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3.5 Bezeichnung der untersuchten Allele

Nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht iber aig=blgenden verwendeten Bezeichnungen

fur die gefundenen Allele:

C3 Promotor C3 Exon 3 C3 Exon 9 C3 Intron 26

-854(CA)y | C3-F/C3-S | HAV 4-1 +/- | +28.614(GT)p
1 274 bp C3-S HAV 4-1+ 191 bp
2 276 bp C3-F HAV 4-1- 193 bp
3 282 bp 195 bp
4 284 bp 197 bp
5 286 bp 199 bp
6 290 bp 201 bp
7 292 bp 203 bp
8 294 bp 205 bp

3.6 Berechnung der Allelfrequenzen in den KontroKollektiven

Bei der Berechnung der Allelfrequenzen wurden dientkollgruppen der beiden

Herzinfarktregister, dem dritten Augsburg MONICAs@ey 1994/95 und dem Regensburg-
Libeck Herzinfarkt Familienregister, verwendet.

Von allen Kontrollpersonen liegen insgesamt 553 jlette Haplotypsatze, d. h. alle vier

untersuchten Polymorphismen, vor.

Verwendetes Programm: Dprime — Version 0.5 Beta®
(von Linda E. Green, Ethan M. Lange, Carl Dngiefeld)
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C3 Promotor C3 Exon 3 C3 Exon 9 C3 Intron 26
-854(CA)n C3-F/C3-S | HAV 4-1 +/- | +28.614(GT)p,
1 0,0008 0,8215 0,8278 0,1863
2 0,4143 0,1785 0,1722 0,0181
3 0,2626 0,0739
4 0,1965 0,2068
5 0,0031 0,3270
6 0,1203 0,1258
7 0,0016 0,0550
8 0,0008 0,0071

Die berechneten Allelfrequenzen aus dem Regensburgl Augsburger Kontrollkollektiven
spiegeln die Haufigkeiten aus der Allgemeinbevalkerwieder.

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede weder zu den untersucht
Herzinfarktgruppen, noch zu bereits publiziertegdbnissen.

3.7 Berechnung des paarweisen Kopplungsungleichgehts D’ flr die

untersuchten Polymorphismen

Die folgenden Tabellen zeigen die paarweisen Hgpla@iufigkeiten der vier untersuchten
Polymorphismen auf. Auch hier dienen als Berechagngqdlage die 553 Kontrollpersonen,
die die Haplotypfrequenzen als representativer Sulngitt der Allgemeinbevolkerung
wiederspiegeln.

Dariiber hinaus ist jeweils der Wert D” angegebeey @in Parameter fir das
Kopplungsungleichgewichts (LD) ist und Werte zwisal0 und 1 annimmt. Ein hoher Wert

bedeutet, dass die Marker stark gekoppelt sind.
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3

C3-Promotor C3-Promotor C3 Exon 3
mit mit mit
C3 Exon 3 C3 Exon 9 C3 Intron 26
Haplotyp | Frequenz Haplotyp | Frequenz Haplotyp | Frequenz
1-1 0,0008 1-1 0,0008 1-1 0,1501
1-2 0,0000 1-2 0,0000 1-2 0,0179
2-1 0,4120 2-1 0,4118 1-3 0,0685
2-2 0,0023 2-2 0,0025 1-4 0,1957
3-1 0,2600 3-1 0,2561 1-5 0,2459
3-2 0,0026 3-2 0,0065 1-6 0,0971
4-1 0,0237 4-1 0,0341 1-7 0,0428
4-2 0,1728 4-2 0,1624 1-8 0,0036
5-1 0,0031 5-1 0,0031 2-1 0,0363
5-2 0,0000 5-2 0,0000 2-2 0,0001
6-1 0,1196 6-1 0,1196 2-3 0,0054
6-2 0,0007 6-2 0,0007 2-4 0,0111
7-1 0,0016 7-1 0,0016 2-5 0,0811
7-2 0,0000 7-2 0,0000 2-6 0,0287
8-1 0,0008 8-1 0,0008 2-7 0,0123
8-2 0,0000 8-2 0,0000 2-8 0,0035
D’ =0,9607 D’'=0, 9295 D’ =0,2847

C3 Exon 3
mit
C3 Exon 9

Haplotyp

Frequenz

1-1

0,8128

0,0088

0,0151

1-2
2-1
2-2

0,1634

D’ =0,9379
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C3 Exon 9
mit
C3 Intron 26
Haplotyp | Frequenz
1-1 0,1481
1-2 0,017¢
1-3 0,0686
1-4 0,1964
1-5 0,2527
1-6 0,0962
1-7 0,0436
1-8 0,0043
2-1 0,0383
2-2 0,0002
2-3 0,0053
2-4 0,0103
2-5 0,0743
2-6 0,029¢6
2-7 0,0114
2-8 0,002¢
D’ =2796



C3-Promotor
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mit
C3 Intron 26
Haplotyp | Frequenz Haplotyp | Frequenz Haplotyp | Frequenz Haplotyp | Frequenz
1-1 0,0008 3-1 0,0039 5-1 0,0006 7-1 0,000
1-2 0,0000 3-2 0,0079 5-2 0,0000 7-2 0,000(0
1-3 0,0000 3-3 0,0121 5-3 0,0000 7-3 0,000
1-4 0,0000 3-4 0,0426 5-4 0,0013 7-4 0,000(0
1-5 0,0000 3-5 0,0437 5-5 0,0000 7-5 0,0009
1-6 0,0000 3-6 0,0331 5-6 0,0013 7-6 0,0009
1-7 0,0000 3-7 0,0092 5-7 0,0000 7-7 0,000(0
1-8 0,0000 3-8 0,0000 5-8 0,0000 7-8 0,000(0
2-1 0,0193 4-1 0,0435 6-1 0,0082 8-1 0,000(0
2-2 0,0063 4-2 0,0026 6-2 0,0005 8-2 0,000¢
2-3 0,0520 4-3 0,0044 6-3 0,0054 8-3 0,000(
2-4 0,1354 4-4 0,0114 6-4 0,0161 8-4 0,000(
2-5 0,1482 4 -5 0,0838 6-5 0,0506 8-5 0,000
2-6 0,0320 4-6 0,0361 6-6 0,0224 8-6 0,000(0
2-7 0,0179 4-7 0,0128 6-7 0,0151 8-7 0,000
2-8 0,0031 4-8 0,0020 6-8 0,0020 8-8 0,000(
D' =0,3313
Ubersicht der LD-Parameter D’:
C3 Promotor C3 Exon 3 C3 Exon 9 C3 Intron 26
o -854(CA) C3-F/C3-S | HAV4-1+/- | +28.614(GT)y
Basenposition Basenposition Basenposition Basenposition
- 854 + 2.264 + 7.398 + 28.614
C3 Promotor 0,9607 0,9295 0,3313
C3 Exon 3 0,9379 0,2847
C3 Exon 9 0,2796




Die Marker im C3-Promotor, C3-Exon 3 und C3-Exonsfehen in einem starken
Kopplungsungleichgewicht zueinander (D’-Werte nahesiehe Tabelle). Sie befinden sich
auf einem Genabschnitt von ca. 8 kb Lange und weiterzufallig hdufig gemeinsam als
Haplotypblock vererbt. Im Gegensatz dazu bildeh skwischen dem weiter entfernten
Repeat-Polymorphismus im C3 Intron 26 ein Kopplghgishgewicht mit allen anderen
Markern aus, zu erkennen an deutlich geringerelvBften zwischen 0,2796 (mit dem Exon
9 Polymorphismus) und 0.3313 (mit dem C3 PromotdyrRorphismus).

Nachfolgende Grafik veranschaulicht den Sachverhalt

C3-Promotor: Repeat -854(CA), C3-Intron 26: Repeat +28.614(GT)

C3 Exon 3 C3 Exon 9
C3S/C3F HAV 4-1 +/-
Arg-10z-Gly Pro-314-Leu

Haplotyp-Block im C3-Gen
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3.8 Haplotypstruktur im C3-Gen

Die Graphik repréasentiert die Haplotypstruktur in3-Gen. Dabei zeigt sich ein enger
genetischer Zusammenhang zwischen den Markern kRr@3otor, C3-Exon3 und C3-Exon

9, sie werden also haufig miteinander gekoppelenzr Erst durch weitere Untersuchungen
im C3-Intron 26 konnten die Gruppen starker uniienteerden, um eventuelle Einflisse auf

die Entstehung eines Herzinfarkts aufspiren zu &inn

C3-Promotor C3-Exon3 C3-Exon 9 C3-Inttn 26
-854(CA} C3-F/C3-S HAV 4-1 +/- +28.614(GF)
191
193
276 195
282 1 1 197
290 199
201
203
- Haplotyp-Block im C3-Gen
191
199
284 2 2
201
203
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3.9 Analyse von Haplotypfrequenzen

In den beiden untersuchten Kollektiven zeigen selischen Herzinfarktpatienten und der
gesunden Bevolkerung keine signifikanten Unteesidihinsichtlich der Allelhaufigkeiten
im  C3-Promotor, C3-Exon 3 wund C3-Exon 9. Das daglies starke
Kopplungsungleichgewicht D’ zwischen diesen drei rkéan gibt eine hinreichende
Erklarung fur diesen Sachverhalt.

Unter Hinzunahme des vierten Markers im C3-Intr@) ®elcher mit den anderen drei in
einem  schwachen  Kopplungsungleichgewicht steht, elmng sich  folgende
Haplotypfrequenzen.

Zur Auswertung wurde das Programm COCAPHASE® vamkrDurbridge verwendet. Es
erlaubt Fall-Kontroll-Vergleiche und die Analysernvanulti-allelischen Markern. Von der
Berechnungen von sehr seltenen Haplotypen (Frequeh®5) wurde hierbei aus Griinden

der Verlasslichkeit und Genauigkeit der Testergedmabgesehen.

In folgenden Tabellen gelten die folgenden Haplbegeichnung:

Beispiel: 276 -1-1-195

276 ...... der Proband ist im C3-Promotor homozygoter oder
heterozygoter Trager des Merkmals 276

i der Proband ist im C3-Exon 3 homozygoter oder
heterozygoter Trager des Merkmals C3-S

1 .. der Proband ist im C3-Exon 9 homozygoter oder
heterozygoter Trager des Merkmals HAV 4-1 +

195 ...... der Proband ist im C3-Intron 26 homozygoter oder

heterozygoter Trager des Merkmals 195

(weitere Allelbezeichnungen siehe auch Kapitel 3.5)
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3.9.1 Haplotypanalyse im Augsburger Herzinfarktregster
Augsburger Herzinfarktregister (KORA-MONICA)
Haplotypen Herzinfarkte Frequenz Kontrollen Frequenz
276-1-1-195 21,35 0,05084 35,55 0,09821
""" 276-1-1-197 | 6654 | 0415840 | 6164 | 017030
""" 276-1-1-199 | 7510 | 0417880 | 618 | 017070
""" 276-1-1-200 | 3400 | 008095 | 2600 | 007182
282-1-1-191 52,11 0,12410 45,03 0,12440
""" 282-1-1-197 | 2395 | 005700 | 2561 | 007076
""" 282-1-1-199 | 3394 | 008082 | 2436 | 006728
290-1-1-199 26,84 0,06391 20,81 0,05748
284-2-2-191 26,89 0,06402 18,97 0,05240
""" 284-22-199 | 4311 | 010260 | 3203 | 008848
0,96145 0,97183

Augsburger Herzinfarktregister (KORA-MONICA)
Haplotyp p-Wert
276-1-1-195 0,01234245 eher protektiv gegen Heagktf
284-2-2-191 0,31731051 eher pradisponierend fleiH&rkt

Alle anderen Testpaare zeigen keine signifikantatet$chiede.
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3.9.2 Haplotypanalyse im Regensburger Herzinfarkiegister
Regensburger Herzinfarktregister

Haplotypen Herzinfarkte Frequenz Kontrollen Frequenz
276-1-1-195 22,00 0,05446 23,00 0,07143
""" 276-1-1-197 | 7203 | 047830 | 4832 | 015010
""" 276-1-1-199 | 7695 | 019050 | 6954 | 021590
""" 276-1-1201 | 2192 | 005425 | 1875 | 005822
282-1-1-191 55,03 0,13620 47,32 0,14690
""" 282-1-1-197 | 3497 | 008655 | 2368 | 007355
28211499 | - | <005 | - (<0,05)
290-1-1-199 32,92 0,08148 18,75 0,05822
284-2-2-191 25,87 0,06403 16,28 0,05057
""" 284-22199 | 4213 | 010430 | 2872 | 008919

0,95027 0,91408

Regensburger Herzinfarktregister
Haplotyp p-Wert
276-1-1-195 0,27776353 eher protektiv gegen Heagkhf
284-2-2-191 0,40548494 eher pradisponierend fleiH&rkt

Alle anderen Testpaare zeigen keine signifikantatet$chiede.
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3.9.3 Graphische Darstellung der Ergebnisse

Das folgende Diagramm zeigt die Frequenzen derdiégmn 276-1-1-195 und 284-2-2-191.
Ersterer zeigt unter den Augsburger Herzinfarkggaéin und Kontrollpersonen einen
signifikanten Unterschied (p=0,01); im Regensbuidpéck Herzinfarkt Familienregister ist
jedoch lediglich der gleiche Trend sichtbar. Haghot284-2-2-191 findet sich in den
Infarktgruppen haufiger; aufgrund zu geringer Ustliede und zu geringer Fallzahlen kann

ein Zusammenhang mit dem Herzinfarkt nur vermutiden.

Augsburg Regensburg Augsburg Regensburg
p=0,01  p=0,28 p=0,32 p=0,41
0,1z
~n 0,1
(]
% 0,08 1
o |
T 0,06 o .
> Augsburg Herzinfarkte
% 0,04 O Augsburg Kontrollen
@
= 0,02 ] B Regensburg Herzinfarkte
0 ORegensburg Kontrollen

Haplotyp 276-1-1-195 Haplotyp 284-2-2-191
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Polyntesmen im C3-Gen auf eine

Assoziation mit dem Herzinfarkt untersucht:

Repeat-Polymorphismus im C3-Promotor (-854(QA)

SNP im C3-Exon 3 (C3-S / C3-F),
SNP im C3-Exon 9 (HAV 4-1 - / HAV 4-1 +) und
Repeat-Polymorphismus im C3-Intron 26 (+28.614(3.T)

Der akute Myokardinfarkt als haufigste Todesursadbewestlichen Welt tritt bei etwa der
Halfte der Patienten ohne Vorwarnung auf (106,10%)klinischen Alltag beschrankt man
sich nach wie vor auf die alleinige Analyse dersklachen Risikofaktoren wie atherogenes
Lipidprofil, arterieller Hypertonus, Nikotinkonsuond Diabetes mellitus, um das individuelle
Infarktrisiko abschatzen und evtl. notwendige Préivenal3nahmen einleiten zu kénnen. Auf
diese Weise kdnnen jedoch nur etwa die Hélfte alléiretenden Infarkte erklart werden. Als
polyatiologisch bedingtes Krankheitsbild schreitamdem Myokardinfarkt immer mehr ein
erblich bedingtes Risiko zu. Gegenstand aktuellerséhung sind folglich Studien zur
Identifikation von genetischen Markern, welche d@loechschnittlich haufig mit dem
Auftreten eines MI assoziiert sind. Dabei zeigtézh an den letzten Jahren haufig falsch
positive und inkonsistenten Studienergebnisse Ukéachen dafir diskutiert man zu niedrige
Fallzahlen (haufig nur ca. 100 - 300), inhomogenadi®@npopulationen und die Tatsache,
dass neben den klassischen Risikofaktoren einegeRe Anzahl an genetischen Markern
eine Rolle spielen. Jeder einzelne assoziierte nwighismus an sich erhdht dabei das

individuelle Infarktrisiko nur um wenige Prozenthie
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Aus diesem Grund steigen die Anforderungen an Kitdngenuntersuchungen immer mehr
(108):

Zu ihnen gehoren
- ein gutes Studiendesign
- ein klares Studienresultat
- ein hohes Signifikanzniveau
- ein biologisch nachvollziehbarer Hintergrund mit nean physiologisch
bedeutsamen Effekt eines genetischen Markers aGenprodukt.
- die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in mehrereopuRtionen (als

Familienstudie und als populationsbezogene Studie)

Um diesen Forderungen Rechnung zu tragen, wahilten bei der vorliegenden
Assoziationsstudie 0. g. Polymorphismen aus dem fGedie Komplementkomponente C3,
wobei fur die bekannteste Variante C3-F und C3-3Himblick auf das Infarktrisiko bereits
positive Korrelationen beschrieben wurden (103gsRivier genetischen Marker wurden bei
insgesamt 1.256 Probanden aus je einer reprasema8tichprobe aus dem Augsburger
Herzinfarktregister (sporadische Form des MI) und dem Regensburg-Libeck Herzinfarkt
Familienregister (familidre Form des MI) untersucht

Die Atherosklerose als wesentlicher pathologisdiechanismus bei einer progredienten
KHK und beim Herzinfarkt zeigt sich als entzindhotoliferative Erkrankung des
GefalRendothels (62). Eine groRe Bedeutung besitabeid neben anderen
Entziindungmediatoren das Komplementsystem mit seinehtigsten Komponenten C3.
1990 beschrieb Botto et al. zwei unterschiedlicBeRoteinvarianten, C3-F und C3-S, denen
eine Einzelbasenmutation auf Exon 3 zugrunde (@3t

Es konnte bisher ein Zusammenhang der seltenerdn\G8iante mit einem erhdhten KHK-
Risiko bei Patienten mit essentieller Hypertoniechggewiesen werden (100, 101). Eine
Untersuchung unter Kindern, von denen beide Elbeler ein Eltern- und ein Grol3elternteil
vor dem 45. Lebensjahr einen Herzinfarkt erlittedpdn, war eine signifikant hohere Anzahl
an C3-F-Alleltrager zu finden (102). Csaszar et adigt darlber hinaus eine direkte
Korrelation des C3-F-Phanotyps mit dem Myokardikifaneim Vergleich von gesunden
Kontrollpersonen mit Patienten, welche einen Hdazki Uberlebt hatten (103). Diese

Tatsache konnte jedoch zuvor von Golabi et al.tribelstatigt werden (104).
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Eine signifikante Haufung der C3-F-Allelfrequenandasich ebenso bei Erkrankungen wie
Colitis ulcerosa (95), Morbus Crohn (96), systeiméscVaskulitis (97), ANCA-positiver
Vaskulitis (98) und Osteoarthritis bei Migranepaten (99). Allen gemeinsam ist der
immunologisch-entziindliche Aspekt wahrend ihrerhBgénese. Desweiteren schreibt man
C3-F-Alleltragern eine erhéhte Rupturgefahr inteadieller Aneurysmen zu (109).

Im Hinblick auf die dargestellten krankheitsférdéen Effekte von C3-F bleibt jedoch die
Frage nach einem biologisch nachvollziehbaren Idyntexd weitgehend offen.
Untersuchungen zur Genexpression, Funktionalitdtunterschiedliche Einflisse auf andere
Stoffwechselwege von C3-F bzw. C3-S stehen weithsligd aus. Bisher konnte lediglich
Bartok et al. nachweisen, dass die beiden Allelgleehbar gute Bindungseigenschaften an
die unterschiedlichen Komplementrezeptortypen besit (110), was also keinen
Erklarungsansatz fir die beobachteten Phanomefeet lie

Im Hinblick auf das Herzinfarktrisiko untersuchtemir in zwei grol3en bayerischen
Herzinfarktkollektiven neben dem C3-F/S-Polymorphis eine weitere bereits beschriebene
Einzelbasenmutation im Exon 9, HAV 4-1+ und HAV 4-lvelche auf Proteinebene
ebenfalls zZu einem Aminosaureaustausch fuhrt. Bishdiegen keine
Assoziationsuntersuchungen dieser Variante mit @mdd=rkrankungen vor. Die beiden
untersuchten Repeatpolymorphismen in der C3-Pramegfion und im Intron 26 sind in der
Literatur bisher ebenfalls nicht beschrieben worden

In der vorliegenden Arbeit ergeben sich in den Kaigruppen, welche einen repréasentativen
Bevolkerungsquerschnitt fur die Regionen Augsbungl iRegensburg darstellen, fur die
beiden untersuchten Einzelbasenmutationen (SNP€}3nkxon 3 und C3 Exon 9 folgende

Allelfrequenzen:

C3 Exon3: C3-S=0,8215; C3-F=0,1785
C3Exon9: HAV 4-1+=0,8278; HAV 4-1-=0,1722

Verglichen mit den Haufigkeiten unter den Herziktgruppen ergaben sich hier keine
signifikanten Unterschiede. Die Darstellung von €2gd et al., dass die seltenere C3-F-
Variante haufiger unter Herzinfarktpatienten naeteisen ware (103), konnten wir in

unseren Untersuchungen nicht eindeutig, wohl afegleichen Trend bestétigen. Ahnliche

Ergebnisse zeigten sich bei der Analyse der andeegvariante im C3 Exon 9.
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Um die kleinere Gruppe der C3-F- bzw. HAV 4-1--Alager auf der Suche nach dem
vermuteten ,krankheitsauslosenden” Genort weitezwggrenzen, wurde ein multi-allelischer
Marker (Repeat-Polymorphismus) in der C3-Promotpore untersucht. Es zeigte sich, dass
die C3-F- bzw. HAV 4-1--Variante fast ausschlieRBlgemeinsam mit dem Allel 284 auftritt,
wodurch sich keine neuen Erkenntnisse ergaben.

Berechnungen zum Kopplungsungleichgewicht (LD) & diesen Sachverhalt: Hohe
paarweise D’-Werte (0,9295 - 0,9607) zwischen dearkdrn im C3-Promotor, C3 Exon 3
und C3 Exon 9 lassen auf einen bestehenden Haplotkpin dieser Region im C3-Gen
schlie3en.

Der zweite Repeat-Polymorphismus im C3 Intron 2&gtli aul3erhalb des gefundenen
Haplotypblocks (paarweises D’ zwischen 0,2796 urB03) und wird daher weitgehend
unabhangig von den drei anderen vererbt. Die Gruagpelrager der seltenen Varianten im
C3 Exon 3 und C3 Exon 9 konnte jetzt in folgendesiziéaplotypgruppen weiter unterteilt
werden: 284-2-2-191 und 284-2-2-199. Obwohl sowohl Augsburger als auch im
Regensburger Kollektiv jeweils mehr Herzinfarktpaten den Haplotyp 284-2-2-191 tragen,
konnten auch hier keine signifikanten Unterschieddgschen erkrankten und gesunden
Probanden erhoben werden (p=0,32 bzw. p=0,41).

Ein eher herzinfarktprotektiver Effekt zeigt sidlr tlen Haplotyp 276-1-1-195. Er kommt bei
ca. 0,5 - 1,0 % aller Untersuchten vor und kentmeit Trager der haufigen Allele C3-S und
HAV 4-1+. Dabei ergab sich im Augsburger Herzinteggister ein signifikanter Unterschied
zwischen Herzinfarkten (aus KORA) und KontrollemgaMONICA) mit einem p-Wert von
0,012. Im Regensburger Familienkollektiv konntesdieTrend bestatigt werden (p=0,278).

Das Komplementsystem mit seiner wichtigsten Kompta€3 spielt bei der Entstehung der
Atherosklerose und des Myokardinfarkt eine nachgeen zentrale Rolle. Inwiefern jedoch
dieser Pathomechanismus durch genetische Einflissanflusst wird, bleibt Gegenstand
aktueller Forschung. Es zeigten sich diesbezuglske Hinweise auf ein erhdhtes Risiko fur
Trager der Variante C3-F. Welche pathophysiologsBlolle diese genetische Variante fur
die Funktionfahigkeit des Komplementsystems spiddtipt bis heute ungewiss.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Hypothesessderager des seltenen C3-F-Gens fur das
Auftreten eines Herzinfarkts pradisponiert seieahtneindeutig bestatigt werden. Um seltene
genetische Varianten - wie auch hier im Falle de3-Géns - hinsichtlich eines
Erkrankungsrisikos analysieren zu kdnnen, warerangreichere Untersuchungen anzuraten.

Zum einen konnte ein genweites Screening mittelbrerer regelmafdig tber das C3-Gen
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verteilter Marker die vermutete krankheitsrelevaResgion naher eingrenzen und die Suche
fokussieren. Zum anderen wirden gro3ere Kollektivgenauere  statistische
Analysemoglichkeiten in den kleinen Haplotypuntapgpen bieten.

Die rapide Entwicklung der Gentechnik wird in nadekunft solche grol3angelegten Studien
maoglich machen.
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