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Einfluss von DNA-Variationen auf die
koronare Herzerkrankung

Kurzfassung: Erkenntnisse aus Familien- oder
Zwillingsstudien lassen auf einen hohen geneti-
schen Hintergrund der koronaren Herzerkran-
kung (KHK) schlieRen. Seit einiger Zeit versucht
man mittels intensiver Forschung, die geneti-
schen Faktoren, welche das kardiovaskulére Ri-
siko beeinflussen, zu identifizieren. Aufgrund
der hohen Frequenz der KHK in der Bevdlkerung
spielen hierbei Mendel'sche Erkrankungen, wie
die familidre Hypercholesterindmie, nur eine un-
tergeordnete Rolle. Anhand der Ergebnisse aus
Kopplungs- und Assoziationsstudien sind bisher
zahlreiche DNA-Polymorphismen in Kandidaten-
genen als potenzielle genetische Risikofaktoren
fiir die KHK vorgeschlagen worden. Die mégli-
chen Auswirkungen dieser Polymorphismen auf
das Erkrankungsrisiko werden in der Literatur
allerdings meist kontrovers diskutiert. Metaana-
lysen haben gezeigt, dass DNA-Polymorphismen
der Gene fiir Apolipoprotein E, Cholesteryl Ester
Transfer-Protein, Faktor V, Prothrombin und Adi-
ponektin einen signifikanten Zusammenhang
mit der KHK aufweisen. Die jiingste Entwicklung
von technischen Verfahren fir die Hochdurchsatz-
genotypisierung sowie die wachsende Kenntnis
um die Strukturierung des Genoms in Haploty-
pen erdffnete der Forschung neue Mdglichkei-
ten fiir die Ermittlung des genetischen Einflus-
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ses auf die KHK. Infolgedessen konnten mehrere
unabhéngig durchgefiihrte genomweite Asso-
ziationsstudien den chromosomalen Abschnitt
9p21 erstmalig als genetischen Modulator fiir
die KHK identifizieren. Die genaue Wirkweise
dieser in der Region 9p21 lokalisierten DNA-Va-
riationen auf die Entstehung der KHK ist bis dato
allerdings unbekannt. Zukiinftige technologi-
sche Entwicklungen, wie das ,next generation
sequencing”, werden innerhalb absehbarer Zeit
die Forschung tber den Zusammenhang zwi-
schen genetischer Variabilitat und der KHK wei-
ter maRgeblich beeinflussen. Durch dieses Wis-
sen wird es uns gelingen, das KHK-Risiko besser
abschatzen zu konnen und neue Therapien auf
Personen mit hohem Risiko zu fokussieren.

Abstract: Influence of DNA-Polymorphisms
on Coronary Heart Disease. As shown by
family and twin studies, development of coro-
nary heart disease (CHD) has a strong genetic
background. Strong efforts have been under-
taken to identify genetic variations that are re-
sponsible for the genetic disposition for cardio-
vascular diseases. Mendelian disorders, such as
familial hypercholesterolemia, are relatively
rare und can not explain the high frequency of

CHD in the general population. On the basis of
linkage and associations studies numerous DNA
polymorphisms in candidate genes have been
proposed to be involved in the development of
CHD. However, reported associations between
genetic variations and disease in many in-
stances could not be replicated. In particular,
meta-analyses showed that DNA polymorph-
isms of genes coding for apolipoprotein E, chol-
esteryl ester transfer protein, factor V, prothrom-
bin and adiponectin shows significant associa-
tions with CHD. Recently, research has been sig-
nificantly stimulated by the development of
high-throughput genotyping technologies and
the growing knowledge about the organisation
of the human genome into haplotypes. Thereby,
the chromosomal locus 9p21 was recently iden-
tified as a susceptihility locus for cardiovascular
diseases. The underlying molecular mechanisms
that are induced by variants located within locus
9p21 are still unknown. Development of new
technologies such as “next generation sequenc-
ing” will significantly improve our understand-
ing of the influence of genetic variations on the
development of CHD. Such knowledge allows us
to better evaluate CHD risk and facilitate the tar-
geting of new therapies to high-risk individuals.
J Kardiol 2008; 15: 342-6.

¥ Einleitung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist mit ihrer schwersten
Komplikation, dem Myokardinfarkt, die fithrende Todesursa-
che in den westlich industrialisierten Lindern [1]. Die KHK
ist eine multifaktorielle Erkrankung, fiir deren Entstehung
Lebensstil und Umweltfaktoren eine entscheidende Rolle
spielen [2]. Dariiber hinaus kann anhand von Familien- oder
Zwillingsstudien auf einen starken genetischen Hintergrund
dieser Erkrankung geschlossen werden [3—6]. Das hochste
Erkrankungsrisiko besitzen hierbei monozygote Zwillings-
partner von KHK-Patienten. Dies ist bei Midnnern um das
8-Fache und bei Frauen um das 15-Fache erh6ht, wenn einer
der beiden Zwillinge an den Folgen einer KHK bereits vor
dem 55. bzw. 65. Lebensjahr verstorben ist [6].

Bereits seit einiger Zeit versucht man, die genetische Basis fiir
die Entstehung der KHK zu ergriinden. Durch die Sequenzie-
rung des humanen Genoms wurde es moglich, genetische
Variationen und genomische Regionen, welche die Suszepti-
bilitdt kardiovaskuldrer Erkrankungen potenziell beeinflus-
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sen, zu identifizieren. Die Kenntnis von genetischen Risiko-
faktoren ist fiir die Entwicklung neuer Methoden in Priven-
tion, Diagnose und Therapie dieser komplexen Erkrankung
von enormer Wichtigkeit.

B Einfluss Mendel’'scher Erkrankungen auf
die koronare Herzerkrankung

Generell gilt die KHK als polygenetische Erkrankung. Darii-
ber hinaus kann aber auch der pathogene Einfluss von Muta-
tionen in einem einzelnen Gen an deren Entstehung beteiligt
sein. Diese so genannten Mendel’schen Erkrankungen sind
selten und gehen allgemein mit einem schweren Krankheits-
bild einher. Hierzu zéhlt beispielsweise die familidre Hyper-
cholesterindmie, eine autosomal-dominant vererbte Fettstoff-
wechselstorung. Diese kann entweder durch Mutationen in
den Genen des LDL-Rezeptors (LDLR), des Apolipoproteins
B (APOB) oder des Proprotein convertase subtilisin kexin
type 9 (PCSK9) ausgelost werden. Im LDLR-Gen wurden
bislang iiber 700 Mutationen nachgewiesen, welche zu einer
gestorten Funktion oder zu einer verminderten Expression des
LDLR fiihren konnen [7]. Die Héaufigkeit der familidiren
Hypercholesterindmie bei Européern ist gering und wird in
ihrer heterozygoten Ausprigung mit einer Frequenz von
1:500 angegeben. In Anbetracht der hohen Frequenz der KHK
in der Bevolkerung ldsst sich der hereditdre Anteil nur zu ei-
nem geringen Mal} auf Mendel’sche Erkrankungen zuriick-
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fiihren. An der Identifizierung von Kandidatengenen, die fiir
die genetische Pridisposition einer koronaren Herzerkran-
kung verantwortlich sind, wird intensiv geforscht.

® Kopplungsstudien

Eine Moglichkeit fiir die Ermittlung von genetischen Deter-
minanten fiir die KHK ist die Durchfiihrung von Kopplungs-
studien (,,Linkage*“-Studien). Kopplungsstudien untersuchen
bei Familien mit entsprechender Krankheitsgeschichte die ge-
meinsame Vererbung von chromosomalen Abschnitten und
Erkrankungen. Als Marker chromosomaler Abschnitte dienen
hierbei meist Sets an Mikrosatelliten, die iiber das gesamte
Genom verteilt vorliegen. Durch diese genomweiten Scans,
gefolgt von einem weiteren ,,fine-mapping* mit einer dichte-
ren Markerverteilung, besteht das Potenzial, Kandidatengene
zu ermitteln, welche auf der Basis eines a priori-Wissens des
Erkrankungsmechanismus nicht mit dieser in Verbindung ge-
bracht werden wiirden.

Mehrere genomweite Kopplungsstudien sind bereits in Bezug
auf die KHK durchgefiihrt worden [8—11]. Eine der groften
Studien, die ,,British Heart Foundation Family Heart Study*,
berichtet von einem Zusammenhang zwischen Abschnitten
des Chromosoms 2 und der KHK, der allerdings nicht signi-
fikant war [8]. Eine Metaanalyse von vier Kopplungsstudien
assoziierte chromosomale Abschnitte von Chromosom 3 mit
der KHK [9]. Farall et al. gelang es erstmals, einen signifikan-
ten Zusammenhang zwischen einem Abschnitt des Chromo-
soms 17 und Myokardinfarkt nachzuweisen und diesen in
einer weiteren Studie auch zu replizieren [10]. Die chromo-
somalen Abschnitte, welche in den publizierten Studien mit
der KHK korreliert wurden, sind jedoch meist nicht tiber-
lappend. Anhand von Kopplungsstudien gelang es nur ein-
geschrinkt, relevante Kandidatengene fiir die KHK nach-
zuweisen. Eine islindische Kopplungsstudie identifizierte das
Gen fiir das 5-Lipoxygenase activating protein (ALOX5AP)
als ein Kandidatengen fiir Myokardinfarkt [11]. Assoziatio-
nen zwischen Haplotypen dieses Gens und dem Myokard-
infarktrisiko konnten jedoch in einer weiteren Studie nicht
nachvollzogen werden [12]. Zusammenfassend konnte bisher
anhand von Kopplungsanalysen kein sicherer Beweis iiber
den Zusammenhang chromosomaler Abschnitte oder eines
identifizierten Kandidatengens mit der KHK erbracht werden.

B Assoziationsstudien mittels DNA-Poly-
morphismen in Kandidatengenen

Gene, die mit der Entstehung der klassischen Risikofaktoren
einer KHK (wie z. B. Dyslipiddmie, Hypertonie oder einer ge-
storten Himostase) assoziiert sind, gelten hdufig als Kandida-
tengene fiir die KHK. Um den Einfluss von Kandidatengenen
auf Erkrankungen zu untersuchen, werden in der Regel darin
besonders hiufig auftretende DNA-Variationen, meist in
Form von Einzelnukleotid-Polymorphismen (,,single nucleo-
tide polymorphisms*, SNPs), in Assoziationsstudien analy-
siert. Durch Variationen in der DNA-Sequenz wird eine Ver-
dnderung der Genexpression bzw. der Proteinaktivitit und so-
mit eine physiologische Auswirkung mit pathogenen Folgen
erwartet. Hierbei fokussierte sich die Forschung hiufiger auf
die Analyse bestimmter DNA-Polymorphismen, wodurch zu-

nehmend eher von Kandidaten-Polymorphismen als von
Kandidatengenen gesprochen werden muss.

Zahlreiche DNA-Polymorphismen in Kandidatengenen sind
bisher als potenzielle genetische Risikofaktoren fiir die KHK
vorgeschlagen worden. Die moglichen Auswirkungen dieser
Polymorphismen auf das Erkrankungsrisiko werden in der
Literatur allerdings kontrovers diskutiert [13]. Durch das Zu-
sammenfassen publizierter Daten zu Metaanalysen soll ein
fundierter Beweis fiir genetische Zusammenhinge erhalten
werden. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht von rezenten Meta-
analysen gingiger DNA-Polymorphismen mit potenziellem
Zusammenhang zur KHK. Im Allgemeinen sind die Aus-
wirkungen der dargestellten DNA-Polymorphismen auf das
koronare Erkrankungsrisiko gering bzw. nicht vorhanden.
Héufig wird zudem in Metaanalysen auf das Vorliegen eines
bestimmten ,,publication bias* hingewiesen [18-20, 22, 25,
27], der vornehmlich fiir kleineren Studien zutrifft und folg-
lich auch die Aussagekraft von Metaanalysen einschrénkt.
Um die Datenvaliditit von Metaanalysen zu erhéhen, wird
deswegen zunehmend versucht, kleinere Studien vorweg aus-
zuschlieen und nur mehr gréBere Studien (in der Regel tiber
500 Patienten) in eine Metaanalyse zu inkludieren [14, 16,
20]. So zeigte eine Metaanalyse von Xu et al. [20] einen signi-
fikanten Einfluss des Angiotensinogen Met236Thr SNPs auf
das koronare Erkrankungsrisiko. Dieser ging jedoch durch
eine Limitation der Metaanalyse auf deren vier grof3te Studien
verloren. Weiters konnte eine rezente Metaanalyse von
Bennet et al. [16] zeigen, dass der zuvor von Song et al. [15]
publizierte signifikante Effekt des APOE &4-Allels auf das
koronare Erkrankungsrisiko seine Signifikanz verlor, wenn
nur die groBeren Studien in der Metaanalyse beriicksichtigt
wurden. Umgekehrt wies in der Analyse von Bennet et al. das
APOE ¢2-Allel einen signifikant protektiven Effekt auf das
KHK-Risiko auf, der bei Song et al. nicht erkennbar war.
Auch Boeckholdt et al. limitierten ihre Metaanalyse iiber den
Einfluss des Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP)
Taq1B SNPs auf das KHK-Risiko nur auf die gréften vorlie-
genden Studien und konnten so einen signifikanten Einfluss
dieses Polymorphismus auf das Erkrankungsrisiko nachwei-
sen [14]. Ye et al. zeigten in einer Metaanalyse, dass vor allem
die in eine gestorte Himostase involvierten Polymorphismen,
Faktor V Arg506Giln (,,Leiden*) und Prothrombin G20210A,
einen signifikanten, wenn auch méBigen Einfluss auf das ko-
ronare Erkrankungsrisiko aufweisen [18]. Spezielle Auf-
merksamkeit als potenzieller Modulator des KHK-Risikos
gilt dem erst 1995 entdeckten Molekiil Adiponektin, einem in
Fettzellen produzierten Peptidhormon mit antiinflammatori-
schen und antiatherogenen Eigenschaften [28, 29]. Mehrere
Studien konnten zeigen, dass DNA-Polymorphismen (C-
11377G, G276T) des Adiponektingens einen signifikanten
Einfluss sowohl auf Adiponektinspiegel als auch auf das
KHK-Risiko besitzen [28, 30].

Die Einflussnahme einzelner DNA-Polymorphismen auf die
KHK ist moderat und deren Auftreten stellt ein geringes Risi-
ko fiir den Patienten dar. Deswegen wird in einigen Studien
versucht, mehrere DNA-Polymorphismen zu kombinieren,
um somit den polygenetischen Einfluss auf das KHK-Risiko
untersuchen zu konnen [31-33]. Eine rezente Studie hat bei-
spielsweise gezeigt, dass SNPs in den Genen APOE, CETP

J KARDIOL 2008; 15(11-12) 343
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und APOC3, welche im Lipidmetabolismus involviert sind,
einen starken synergistischen Effekt auf die KHK aufweisen
[31]. Die Kombination der SNPs dieser interagierenden Gene
iibertraf den Effekt der individuellen SNPs auf das KHK-Risi-
ko. Aufgrund der noch limitierten Datenlage miissen jedoch
weitere Studien durchgefiihrt werden, um den polygenetischen
Einfluss auf das KHK-Risiko besser einschitzen zu konnen.

B Genomweite Assoziationsstudien

Bei der Suche nach neuen Kandidatengenen gewinnen ge-
nomweite Assoziationsstudien zunehmend an Bedeutung.
Dies wurde vor allem durch den Einsatz moderner Techno-
logien fiir die Hochdurchsatz-Genotypisierung von SNPs er-
moglicht [34]. Weiters gelingt es durch die wachsende Kennt-
nis der Strukturierung des Genoms in Haplotypen, den noti-
gen Aufwand an Genotypisierungen zu reduzieren [35]. Fiir
die Eingrenzung eines Haplotyps werden nur bestimme
Marker-SNPs (,,tag* SNPs), die mit dem Auftreten weiterer
SNPs in einer genomischen Region korrelieren, untersucht.
Somit ldsst sich beispielsweise durch die Bestimmung von
250.000 ,tag*“ SNPs 85 % des menschlichen Genoms ab-
decken [36].

Die erste genomweite Assoziationsstudie wurde von Ozaki et
al. durchgefiihrt [37]. Dieser schlug das pro-inflammatorische
Lymphotoxin-alpha (LTA) als Kandidatengen fiir Myokard-
infarkt vor. Nachfolgende Studien konnten allerdings keinen
Zusammenhang zwischen DNA-Polymorphismen des LTA-
Gens und dem Myokardinfarktrisiko feststellen [24].

Von besonderer Bedeutung war die fast zeitgleiche Identifi-
zierung des chromosomalen Abschnittes 9p21 als genetischer
Modulator fiir die KHK durch mehrere unabhéngig durchge-
fiihrte genomweite Assoziationsstudien [38—41]. Mehrere
SNPs dieser Region konnten auch in nachfolgenden Assozia-
tionsstudien mit Atherosklerose und Myokardinfarkt in Ver-
bindung gebracht werden [42, 43]. Dies macht den chromoso-
malen Abschnitt 9p21 zu dem bislang am besten reproduzier-
ten genetischen Lokus fiir kardiovaskulidre Erkrankungen. Die
genaue Wirkweise dieser in der Region 9p21 lokalisierten
SNPs auf die Entstehung der KHK ist allerdings vollig unbe-
kannt. Die SNPs liegen zwar im gleichen ,,Linkage disequili-
brium“-Block wie die in den Zellzyklus regulierend eingrei-
fenden Tumor-Suppressor-Gene CDKN2A und CDKNZ2B,
die Re-Sequenzierung von regulatorischen und kodierenden
Regionen dieser Gene bei KHK-Patienten erbrachte jedoch
keine Identifizierung neuer funktioneller DNA-Variationen
[38, 40]. Die Ermittlung des molekularen Mechanismus, wie
Variationen dieser chromosomalen Region die Pathogenese
der KHK beeinflussen, muss in nachfolgenden Studien weiter
untersucht werden.

¥ Verbesserung der Studienplanung

Aufgrund der Schwierigkeit, Ergebnisse aus genetischen Stu-
dien in anderen Studien zu replizieren, wird verstirkt eine
Verbesserung der Studienplanung gefordert [44, 45].

Wegen der geringen Auswirkung einzelner genetischer Mar-
ker auf das KHK-Risiko ist der Einschluss vieler Probanden

notwendig, um eine ausreichend hohe Fallzahl zu erlangen.
Somit konnen echte Assoziationen besser erkannt und Null-
Resultate statistisch verifiziert werden. Dadurch konnen Stu-
dien unabhidngig von deren Ergebnis leichter publiziert und
somit der ,,publication bias* eingeschriankt werden. Die ver-
schiedenen Phinotypen einer KHK machen eine einheitliche
Definition und Charakterisierung erforderlich. Patienten und
Kontrollen miissen beziiglich Alter, Geschlecht und Herkunft
vergleichbar sein. Weitere das KHK-Risiko beeinflussende
Faktoren wie Rauchen, Ernidhrungsgewohnheiten oder kor-
perliche Aktivitit miissen miterfasst und in die Auswertung
einbezogen werden. Mitbestimmend fiir den Erhalt von ,,wah-
ren‘ Assoziationen ist die Wahl von Kandidatengenen bzw.
-Polymorphismen mit biologisch plausiblen Assoziationen
oder funktionellen Effekten. Neben statistischen Kriterien gilt
die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen in anderen Studien-
gruppen als bester Beweis fiir deren Richtigkeit. Dies konnte
eindrucksvoll anhand der genomweiten Assoziationsstudien
gezeigt werden, welche DNA-Variationen in dem chromoso-
malen Abschnitt 9p21 mit der KHK in Verbindung brachten
und dies in Folgestudien reproduzierten [38, 40, 41]. Eine
Einbindung von Vergleichsstudiengruppen zur Bestidtigung
der erhaltenen Ergebnisse in die Studienplanung wird deswe-
gen immer mehr gefordert.

Zusammenfassend gelten fiir die Zukunft der Forschung

zwei Grundsitze:

1. Die Studienpopulationen miissen grofl genug sein, um
einen hochsignifikanten Zusammenhang eines SNPs mit
der KHK nachweisen zu konnen.

2. Der Zusammenhang eines SNPs mit der KHK muss in
mindestens zwei Populationen gezeigt werden (,,ein Be-
fund ist kein Befund®).

¥ Neue Verfahren fiir die Identifizierung
genetischer Risikofaktoren

Die jiingste Entwicklung von technischen Verfahren fiir die
Hochdurchsatz-Genotypisierung von DNA-Variationen eroff-
nete der Forschung neue Chancen fiir die Identifizierung ge-
netischer Risikofaktoren. Hierbei ldsst der Einsatz spezieller
DNA-Chips (der so genannten ,high density microarrays®)
die gleichzeitige Analyse 100.000er von SNPs zu und ermdog-
licht dadurch die Durchfiihrung genomweiter Studien [34].
Mit dieser Methodik konnten DNA-Variationen, die aufgrund
ihrer Lage im Genom bislang nicht untersucht wurden, mit der
KHK assoziiert werden [38—41].

Zunehmend wieder an Bedeutung gewinnt die Re-Sequen-
zierung von Kandidatengenen und genomischen Regionen in
Assoziations- und Kopplungsstudien. Dies erlaubt die Identi-
fizierung von neuen, vor allem weniger hdufigen DNA-Varia-
tionen, die im Zusammenhang mit dem Erkrankungsrisiko
stehen. So konnten Cohen et al. bereits durch eine Re-Sequen-
zierung von Kandidatengenen des HDL-Metabolismus einen
signifikanten Einfluss mehrerer bislang unbekannter und sel-
tener DNA-Variationen auf erniedrigte HDL-Spiegel in der
generellen Bevolkerung zeigen [46]. Bislang gilt die DNA-
Sequenzierung allgemein als arbeitsaufwendig und kost-
spielig. Zukiinftig allerdings werden neue Technologien im
Bereich der DNA-Sequenzierung, welche unter dem Sammel-
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begriff ,next generation sequencing* gefiihrt werden, die
Suche nach genetischen Markern fiir Erkrankungen mafigeb-
lich beeinflussen [47]. Ziel ist es, das gesamte menschliche
Genom innerhalb von wenigen Tagen und mit verhiltnismé-
Big geringen Kosten (ca. US$ 1000,— pro Genom) zu ent-
schliisseln. Zahlreiche Firmen arbeiten fieberhaft an dessen
Umsetzung. Innerhalb absehbarer Zeit wird diese neue Ara
der DNA-Sequenzierung die Forschung liber den Zusammen-
hang zwischen genetischer Variabilitit und komplexen Er-
krankungen, wie die der KHK, revolutionieren.

B Schlussfolgerung

Trotz intensiver Forschung ist es bisher nur eingeschridnkt
gelungen, DNA-Variationen, welche das KHK-Risiko mal3-
geblich beeinflussen, zu identifizieren. Obwohl bereits zahl-
reiche DNA-Polymorphismen als potenzielle Risikofaktoren
fiir die KHK vorgeschlagen wurden, gelang es nur schwer, die
beschriebenen Assoziationen in Folgestudien zu bestitigen.
Deswegen gilt immer noch eine entsprechende Familien-
anamnese als sicherster Beweis fiir eine genetische Risiko-
veranlagung. Jiingste Studien zeigten jedoch, dass durch eine
verbesserte Studienplanung und den Einsatz neuer Technolo-
gien ein sicherer Nachweis iiber den Einfluss von DNA-Varia-
tionen auf das KHK-Risiko erbracht werden kann. Durch eine
Fortfiihrung solcher Studien und durch die rasant fortschrei-
tende technologische Weiterentwicklung auf dem Gebiet der
Genotypisierung lassen sich in absehbarer Zeit verstirkt neue
Erkenntnisse {iber den Zusammenhang zwischen genetischer
Variabilitdt und der KHK erwarten.
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